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Le syndrome de myélodysplasie (MDS) est caractérisé par une différenciation et une
prolifération anormale des cellules hématopoïétiques. Le gène «myelodysplasial
myeloid leukemia factor 1» (MLF 1) est anormalement régulé dans plusieurs cas de
MDS et d’AML (leucémie myéloïde aigu). La surexpression de MLf 1 peut bloquer
la différenciation des cellules hématopoïétiques et induire une production de cellules
myéloïdes aux dépens de la voie érythroïde. MLF 1 et son homologue murin Mifi ont
une homologie de 26%. Ils sont localisés principalement au cytoplasme dû à leur
liaison aux protéines de la famille 14-3-3, mais la présence dans le noyau de Mlft
sous forme de foci a aussi été rapportée. Par la surexpression de Mifi nous voulons
donc déterminer sa fonction et son influence sur les processus cellulaires lors de
l’hématopoïèse. Différentes constructions contenant le gène Mifi ont été réalisées et
transfectées dans des cellules souches embryonnaires (ES) et COS-7. Nous avons
observé que Mlft se retrouve dans le cytoplasme sous forme de foci et également au
niveau de la région péri-nucléaire, mais ne s’accumule pas dans le noyau. De plus,
nos études avec la protéine de fusion Mlft -GFP, nous permettent de renforcir l’idée
que Mifi pourrait jouer un rôle spécifique lors du cycle cellulaire. En effet, dans des
clones de cellules ES, une augmentation de Mifi dans la phase G2-M a été observée.
De plus, les clones ES/Mlft-GfP expriment faiblement le transgène (8-15%) par
rapport aux contrôles ES/EGFP (60-90%), possiblement à cause d’une dégradation
rapide de Mifi aux protéasomes. Cette étude nous permettra de mieux comprendre
l’implication de MLf 1 durant l’hématopoïèse et éventuellement permettre de
développer des thérapies pour traiter les patients atteints de MDS et d’AML associés
à une régulation anormale de MLF1.
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The myelodysplastic syndrome (MDS) is characterized by an abnormal
differentiation and proliferation of hematopoietic celis. Myelodysplasialmyeloid
leukemia factor 1 (MLf 1) gene dysregulation is observed in different cases of MDS
and AML (acute myeloid leukemia). MLf 1 can block hematopoietic celi
differentiation and is able to induce the production of myeloid ceils instead of
erythroid celis. Due to its interaction with 14-3-3 proteins, MLf 1 and its murine
homolog Mlft, are mainly found in the cytoplasm, but nuclear foci of Mifi have also
been reported. Through the over-expression of Mifi, our aim is to elucidate the
function of Mifi as well as its influence on cellular processes during hematopoiesis.
Mifi has been cloned in different expression vectors and transfected in COS-7 and
embryonic stems (ES) ceils. Our observations demonstrate that Mlft localizes to the
cytoplasm, where it forms foci, as well as to the peri-nuclear region. However, we
don’t see the accumulation of Mifi in the nucleus. The Mlft-GFP fusion protein
allows us to reinforce the idea that Mlft plays a specific role during the cell cycle.
Indeed, in ES celi clones, an increase of Mlft was observed in the G2-M phase.
Moreover, ES/Mlft-GfP clones showed a low expression of the transgene (8-15%),
compared to the control clones ES/EGFP (60-90%). This may be due to a rapid
degradation of Mlfl through the proteasome. Therefore, this study should improve
our understanding of MLF 1 function during hematopoiesis. Eventually, therapies
could be developed to treat patients suffering from MDS and AML characterized by
the abnormal regulation of MLf 1.
Key words: Myelodysplasialmyeloid leukemia factor 1, MLF1, myelodysplastic
syndrome, acute myeloid leukemia, apoptosis, celi cycle, embryonic stem ceil
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L’hématopoïèse est la génération de différents types de cellules sanguines à partir
d’une quantité limitée de cellules souches hématopoïétiques (HSC). Deux propriétés
principales définissent les H$C : elles sont capables d’autorégénération et elles ont le
potentiel de se différencier en une variété de progéniteurs hématopofétiques qui sont
ensuite commis vers différentes lignées cellulaires pour donner des cellules sanguines
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figure 1: Représentation schématique de l’hématopoïèse définitive
Charpentier (1996)).
cellules sanguines survient en deux vagues successives. La première vague, que l’on
nomme hématopoïèse primitive, se produit dans le sac vitellin et conduit
principalement à la production de cellules érytbroïdes nucléées. La deuxième vague,
l’hématopoïèse définitive, est initiée dans la région AGM (aorte-gonade-
jmésonéphros), puis passe rapidement dans le foie foetal pour finalement s’ établir dans
la moelle osseuse chez l’adulte. L’hématopoïèse définitive quant à elle permet la
production des cellules de toutes les lignées hématopoïétiques (Dzierzak et al., 1998;
Orkin et Zon, 2002). La différenciation en une variété de lignées cellulaires est en
partie le résultat de l’interaction de signaux extracellulaires (facteurs de croissance
hématopoïétiques) avec des récepteurs membranaires et de la signalisation
intracellulaire qui influence ultimement la transcription de gènes par des facteurs de
transcription spécifiques (Klinken, 1999). Afin de bien introduire mes travaux, il est
pertinent d’introduire les concepts d’érythropoïèse et de myélopoïèse.
La différentiation vers la lignée érythroïde est dirigée par des signaux extracellulaires,
tel que l’interleukine 3 (1L3) et l’érythropoïétine (EPO), qui activent des voies
d’inductions qui modifient l’expression de gènes dont plusieurs facteurs de
transcription qui sont tissu-spécifiques. Parmi les facteurs de transcription essentiels
à l’érythropoïèse, les facteurs GATA-1, GATA-2 et SCL jouent un rôle de premier
plan (Orkin, 2000). D’autres facteurs de transcription sont plutôt requis pour
l’activation précise de gènes tissu-spécifiques lors de la différentiation, c’est le cas du
facteur EKLf (« Erytbroid Krtippel-Like Factor ») qui est essentiel pour l’activation
du gène de la f3-globine dans les dernières étapes de la différenciation (Wijgerde et
al., 1996). Ce facteur de transcription, qui se lie in vivo aux sites hypersensibles HS2,
HS3 et HS4 du LCR (« locus control region ») du locus de la 3-globine ainsi qu’au
promoteur du gène f3, est essentiel pour l’expression de la f3-globine adulte (Donze et
al., 1995; Goodwin et al., 2001). EKLF forme un complexe avec des membres de la
famille de protéines SWI/SNf (Armstrong et al., 1998). Donc, une des fonctions de
EKLF dans la régulation du gène de la f3-globine semble être le remodelage de la
chromatine au promoteur du gène de la f3-globine en une structure active.
La différenciation myéloïde est quant à elle contrôlée principalement par différents
facteurs de croissance tel que le G-CSf (« granulocyte colony stimulating factor »), le
M-CSf (« macrophage colony stimulating factor »), le GM-CSf (« granulocyte
macrophage colony stimulating factor ») et l’IL-3. De façon générale, les CSf jouent
un rôle important au niveau de la survie, de la prolifération et de la différenciation
cellulaire et ils sont relativement lignée-spécifiques (Barreda et al., 2004; Kawamoto
4et Minato, 2004). La différenciation myéloïde repose également sur l’interaction
entre plusieurs facteurs de transcription, tels que PU.i, Spi, C/EBPa, Maf-B et
c-Myb, et de leur liaison sur différents gènes (Friedman, 2002).
1.2 Désordres sanguins
La finalité de l’hématopoïèse est la production de cellules sanguines qui se retrouvent
en circulation dans le corps via le système sanguin. Chez les gens en santé, des
millions de nouvelles cellules sanguines sont produites à chaque heure afin
d’accomplir d’importantes fonctions dans l’organisme (Dreyflis et al., 1992).
L’organisme prend soin de réguler l’activité de la moelle osseuse afin que le
mécanisme de l’hématopoïèse produise le nombre adéquat de cellules de chaque type.
À l’occasion, des désordres de l’hématopoïèse peuvent survenir à différents niveaux
et ainsi causer des maladies du sang. Par exemple, un déficit de la production de
l’une ou l’autre des chaînes de la globine amène un débalancement du ratio 2:2 entre
l’Œ- et la 3-globine dans l’hémoglobine causant l’Œ- ou la 13-thalassémie. Il y a donc
diminution de la synthèse d’hémoglobine et précipitation des chaînes de globines en
excès dans les cellules. Les thalassémies mènent souvent à l’anémie (Wijgerde,
1998). L’anémie est définie par une réduction considérable du nombre d’érythrocytes
dans le sang. Il existe plusieurs causes à l’anémie, mais la plus commune est une
carence en fer (Munker et aÏ., 2000). D’autres maladies sanguines ont une incidence
importante dans la population. C’est le cas du syndrome de myélodyplasie (voir
section 1.2.1) et de la leucémie. La leucémie est en fait un cancer des cellules de la
moelle osseuse. Il existe plusieurs types de leucémies et elles peuvent être divisées
en différentes catégories, soit les leucémies aigus myéloïdes (AML) (voir section
1.2.2) ou lymphocytaires (ALL) et les leucémies chroniques myéloïdes (CML) ou
lymphocytaires (CLL). Les leucémies surviennent généralement suite à des
anomalies chromosomiques telles que des transiocations, des inversions, ou des
délétions de régions dans l’ADN contenant des gènes importants pour la régulation de
l’hématopoïèse.
5Le déterminant génétique couramment associé à la CML, dans plus de 90% des cas,
est la présence du chromosome Philadelphie (Phi). Le chromosome Philadelphie est
le résultat d’une transiocation réciproque entre le bras long du chromosome 9 et celui
du chromosome 22. Cette transiocation a pour effet de produire le gène de fusion
BCR-ABL (Ben-Neriah et al., 1986; Munker et aÏ., 2000; Rowley, 1973). Trois
stades cliniques bien distincts peuvent être identifiés pour la CML. Il y a tout d’abord
la phase chronique initiale qui est caractérisée par une augmentation, par rapport à la
normale, du nombre de leucocytes matures dans le sang et dans la moelle osseuse.
Ensuite, la phase accélérée se caractérise par une augmentation du nombre de blastes.
Enfin, la phase blastique se distingue par une augmentation rapide du nombre de
blastes myéloïdes et lymphoïdes (Calabreffa et Perroffi, 2004). C’est lors de la
transformation de la maladie vers la phase blastique que l’on observe une
accumulation du nombre d’anomalies génétiques dans les cellules telles que les
trisomies des chromosomes $ et 19 (Mitelman, 1993) et des mutations dans le gène
suppresseur de tumeur p53 (Di Bacco et aÏ., 2000).
La transformation et la prolifération clonale des cellules souches lymphoïdes sont les
premiers événements à se produire dans les cas d’ALL (Munker et al., 2000). La
majorité des cas d’ALL sont retrouvés chez les enfants et les jeunes adultes, mais les
personnes âgées peuvent également être atteints (Munker et al., 2000). Les
principales aberrations génétiques associées avec 1’ALL sont la translocation
TEL1-AML1 et l’hyperploïdie (>50 chromosomes) chez les enfants, et la
transiocation BCR-ABL (Ph 1) et le réarrangement du gène MLL chez les adultes (Pui
et al., 2004). Ces altérations chromosomiques provoquent une importante
augmentation du nombre de blastes lymphoïdes dans la moelle osseuse et dans le
sang périphérique.
La CLL est une maladie où il y a surproduction de lymphocytes B immatures par la
moelle osseuse et par les organes lymphoïdes. La CLL des cellules T existe, mais
elle est beaucoup plus rare. Les marqueurs cytogénétiques les plus fréquemment
observés dans les cas de CLL sont la trisomie du chromosome 12 et des délétions
dans les chromosomes 11 et 13 (Munker et al., 2000).
61.2.1 Le syndrome de myélodysplasie (MDS)
Les myélodysplasies (MDS) sont un groupe hétérogène de désordres clonaux des
cellules souches hématopoïétiques. Le syndrome de myélodysplasie évolue souvent
vers une AML. Les MD$ ont une incidence élevée chez les personnes âgées, mais
les jeunes adultes et les enfants peuvent aussi en être atteints (lirai, 2002; Munker et
al., 2000). Les MDS peuvent être divisés en cinq sous-types selon la classification
franco-américano-britanique (fAB), voir le tableau I (Bennett et aÏ., 1982). Le
nombre de blastes dans la moelle osseuse donne une indication sur le risque qu’a un
Tableau I : Classification FAB des syndromes de myélodysplasie’
Sous-types BlastesSang périphérique Moelle osseuse
RA Anémie réfractaire <1% <5%
RARS RA avec sidéroblastes en <5% et sidéroblastes
couronne en couronne >15%
RAEB AR avec excès de blastes <5% 5-20%





: Bennett et al. (1982); Mehta et Hoffbrand (2003)
patient de développer une AML. Donc, les patients classés RA et RARS possèdent
une faible prédisposition de voir leur maladie évoluer vers une leucémie, alors que les
patients RAEB, CMML et évidemment les RAEB-t ont un haut risque de
transformation de leur MDS en AML (Mehta et Hofibrand, 2003). Les
manifestations cliniques diffèrent selon le type de MDS. De façon générale, les MDS
sont caractérisées par une hématopoïèse inefficace conduisant à une cytopénie dans le
sang périphérique, c’est-à-dire que la production de un ou plusieurs types cellulaires
sanguins matures (érythrocytes, leucocytes et plaquettes) cesse ou est grandement
réduite. De plus, la moelle osseuse est habituellement hypercellulaire et il y a
augmentation de l’apoptose malgré un accroissement de la prolifération cellulaire
dans la moelle osseuse (Greenberg, 199$; Mehta et Hoffbrand, 2003; Munker et al.,
72000). Le développement d’un MDS est étroitement relié à l’accumulation de
dommages à l’ADN dans les cellules souches hématopoïétiques. Les patients atteints
d’un MDS présentent des anomalies de structure dans l’ADN, telles que des
translocations, mutations et délétions, et ils peuvent également présenter une
aneuploïdie; perte ou gain d’un chromosome complet. Le marqueur cytogénétique le
plus fréquemment retrouvé dans les MDS est l’anormalité du chromosome 5 (Van
den Berghe et al., 1985). Les délétions et les transiocations du chromosome 5 sont
retrouvées dans plus de 20% des cas de MDS (Rirai, 2002). Plusieurs gènes codant
pour des facteurs de croissance et récepteurs hématopoïétiques sont localisés sur le
bras long du chromosome 5, c’est pourquoi un intérêt particulier est porté à cette
région. Les points de cassure diffèrent grandement d’un patient à l’autre, toutefois la
région 5q3 1 à 5q33 semble avoir une faiblesse chromosomique où il se produit
plusieurs délétions (Boultwood et al., 1994; Hirai, 2002). Une autre anomalie
moléculaire fréquente dans les MDS consiste en des mutations ponctuelles dans la
famille des gènes Ras. Parmi les gènes Ras, les mutations ponctuelles les plus
fréquentes sont celles qui affectent le gène N-Ras et ce dans 10 à 15% des cas de
MDS. Ras possède la propriété de lier et d’hydrolyser le GTP (guanosine
triphosphate) et est un membre de la voie de signalisation de la prolifération
cellulaire. Une mutation dans Ras diminue son activité GTPase, ce qui a pour effet
de garder la voie de prolifération cellulaire active (Rirai, 2002; Paquette et al., 1993).
Plusieurs autres lésions génétiques sont associées aux MDS, c’est le cas des
transiocations dans les gènes: TEL 1, MLL, EVI- 1, AML 1 et nucléoporine ainsi que
des délétions dans les chromosomes 7 et 17 et de certaines altérations épigénétiques
(Rirai, 2002).
1.2.2 La leucémie myéloïde aigue (AML)
La leucémie myéloïde aigu (AML) est une affection maligne dans laquelle les
blastes hématopoïétiques représentent plus de 30% des cellules de la moelle osseuse.
Les personnes âgées (60-70 ans) sont plus souvent atteints d’AML alors que les
enfants et les jeunes adultes peuvent avoir cette maladie, mais dans des proportions
beaucoup plus faible (Munker et aÏ., 2000). L’AML est la forme la plus commune
des leucémies, soit 36% de toutes les leucémies et 75% des leucémies aiguès
$(< American cancer society », statistiques 2004). Tout comme les MDS, l’AML se
divise en différents sous-types selon la classification FAB, voir le tableau II (Benneif
et al., 1985). Les chromosomes des cellules blastiques des patients atteints d’une
AML montrent des transiocations ou des inversions dans près de 80% des cas. Les
anomalies chromosomiques se produisent souvent dans des régions codant pour des
gènes importants pour la régulation de la transcription. Le gène hybride ainsi formé
Tableau II Classification FAB des leucémies myéloïdes aigus’
Sous-type Caractéristiques
MO Non différenciée
Ml Myéloïde, faible différenciation, >90% de blastes
M2 Myéloïde avec différenciation, 3 0-90% de blastes
M3 Promyélocytaire, avec granularité intense
variante : avec microgranules atypiques
M4 Myélomonocytaire, avec myéloblastes et monoblastes leucémiques
variante M4Eo, présence d’éosinophiles
M5 Monocytaire, avec monoblastes
M6 Érythroleucémie, avec >50% de cellules mononucléaires érythroïdes
et >30% de myéloblastes parmi les cellules non érythroïdes
M7 Mégacaryoblastique
1: Benneft et al. (1985); Mehta et Hoffbrand (2003); Munker et al. (2000)
code alors pour une protéine de fusion ayant des fonctions inhabituelles. Les
anormalités chromosomiques les plus fréquentes dans l’AML sont la translocation
t(8;21) formant la protéine de fusion AML1-ETO, les transiocations impliquant le
chromosome 17 avec les chromosomes 5, 11 et 15 donnant respectivement les
protéines NPM-RARa, PLZF-RARŒ et PML-RARŒ, la transiocation t(9;11) qui
code pour MLL-AF9 et l’inversion sur le chromosome 16 produisant CBFf3-MYH11
(Look, 1997).
Les anomalies chromosomiques énumérées ci-dessus ont une fréquence élevée et
comptent pour 38% de tous les cas d’AML (Look, 1997). Plusieurs autres
transiocations ayant une incidence plus faible ont été identifiées, mais peu de chose
9sont connue sur ces dernières. La transiocation t(3 ;5) qui produit la protéine de
fusion NPM-MLF1 (voir section 1.3) est une de ces translocations à faible incidence.
Elle compte pour 1% des cas d’AML (Look, 1997) et elle est également retrouvée
dans certains cas de MD$. Les connaissances sur cette transiocation sont restreintes
et surtout ce qui concerne le facteur MLf 1 et sa régulation anormale.
1.3 MLF1
Le gène MLF 1 humain pour «myelodysplasia/myeloid leukemia factor 1» a été
identifié et ainsi nommé lors de l’étude de la translocation chromosomique
t(3 ;5)(q25.1 ;q34) par Yoneda-Kato et al. (1999). La translocation t(3 ;5) est connue
depuis longtemps (Oshimura et al., 1976; Rowley et Poffer, 1976) comme étant
impliquée dans les syndromes de myélodysplasie (MDS) et dans les leucémies
myéloïdes aigus (AML), sauf pour le sous-type M3 du fAB (Raimondi et al., 1989).
Le point de cassure de la transiocation t(3;5), soit 3q25.1 et 5q34, a clairement été
établi par Raimondi et al. (1989). Yoneda-Kato et al. (1996; 1999) ont quant à eux
identifié et caractérisé la protéine de fusion que provoque la translocation. La
transiocation t(3;5) juxtapose, dans le même cadre de lecture, la partie 5’ du gène de
la nucléophosmine (NPM) (chromosome 5) et la partie 3’ du gène MLF1
(chromosome 3) formant ainsi la protéine de fusion NPM-MLf 1 (figure 2) (Yoneda
Kato et al., 1996).
1.3.1 Nucléophosmine
Le gène de la nucléophosmine (NPM; synonymes : B23 ou numatrine) est localisé sur
le long bras distal du chromosome 5 et il est transcrit dans une orientation
centromérique-télomérique (Morris et al., 1994). NPM est une phosphoprotéine
nucléolaire très conservée liant les ARNs non ribosomaux (Borer et aÏ., 1989). Les
fonctions de NPM semblent être très diverses. Une de ses principales fonctions est le
transport des ribonucléoprotéines entre le nucléole et le cytoplasme pendant
l’assemblage des ribosomes (Borer et al., 1989; Olson et al., 1986). Il a également
été démontré que NPM pouvait interagir avec différentes protéines, tel que le facteur
de transcription YY1 (Inouye et $eto, 1994) suggérant une influence directe ou
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indirecte au niveau de la transcription de gènes (Lee et Lee, 1994). Une interaction
entre NPM et la protéine MNDA (« myeloid ceil nuclear differentiation antigen ») a
également été démontrée (Xie et al., 1997). La liaison de NPM à ces deux protéines
aurait donc pour effet de réguler leurs fonctions et leur accessibilité via des
interactions protéine-protéine. NPM serait également impliqué dans l’initiation de la
duplication du centrosome. En phase G1-$ du cycle cellulaire, NPM se dissocie du
centrosome lorsque sa thréonine(1 99) est phosphorylée par le complexe
CDK2/cycline-E, lequel initierait ensuite la duplication des centrioles. NPM se
réassocie au centrosome à la mitose au moment de la fission membranaire (Okuda,
2002; Tokuyama et al., 2001). Il a également été démontré que NPM régule
l’activation de la transcription et la stabilité du suppresseur de tumeur p53 (Colombo
et al., 2002). Il a été suggéré qu’une dérégulation de la fonction de NPM par une
translocation chromosomique pourrait amener une inactivation de p53 dans certains
cas de leucémies (Colombo et aÏ., 2002). Toutefois, il semble que les différentes
fonctions attribuées à NPM pourraient toutes être regroupées en un rôle plus général,
c’est-à-dire celui de chaperon moléculaire (Szebeni et al., 2003; Szebeni et Olson,
1999). NPM préviendrait donc l’agrégation protéique, protégerait certaines enzymes
contre la dénaturation thermique et faciliterait la renaturation de protéines (Szebeni et
Oison, 1999).
La protéine NPM contient plusieurs domaines fonctionnels identifiables (figure 2). 11
y a tout d’abord un site potentiel de liaison d’un métal (M, figure 2) (motif: Cys-X5-
His-X4-His où X peut être n’importe quel acide aminé (a.a.)). Il y a également deux
régions d’acides aminés acidiques (Ac, figure 2) et deux signaux de localisation
nucléaire (NLS, figure 2) (Yoneda-Kato et aÏ., 1996). Il a été proposé que NPM
lierait le NLS d’autres protéines lorsqu’il y a phosphorylation du domaine acides
aminés acidiques (Szebeni et aÏ., 1995). Lorsque NPM effectue la navette entre le
noyau et le cytoplasme, il est retrouvé sous forme d’un homo-oligomère hexamérique
assemblé de manière tête-à-tête/queue-à-queue (Liu et Chan, 1991; Yung et Chan,
1987). NPM possède deux domaines nécessaires pour son oligomérisation : un en N
terminal qui semble être plus important et un en C-terminal (Bischof et al., 1997; Liu
et Chan, 1991). Le gène NPM est également impliqué dans deux autres
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transiocations chromosomiques soit la translocation t(2;5) formant la protéine de
ffision NPM-ALK (Bischof et aL, 1997; Fujimoto et aL, 1996; Morris et aL, 1994) et
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Figure 2: Représentation schématique de NPM, NPM-MLF 1, MLF 1 et Mlfl. Où
M : site potentiel de liaison d’un métal, Ac : acides aminés acidiques, NLS : signal de
localisation nucléaire, fc : forme courte, fi : forme longue, les nombres représentent
les acides aminés et la ligne verticale représente le point de cassure de la transiocation
(adapté de Yoneda-Kato et aL (1996)).
1.3.2 NPM-MLF1
La translocation t(3;5) conduisant à la formation de NPM-MLF1 est réciproque,
cependant l’ARN messager de fusion provient du dérivé chromosomique 5 et non du
dérivé 3 (Yoneda-Kato et aL, 1996). En comparant les trois translocations dans
lesquelles NPM est impliqué, il est possible de voir que dans le cas de la translocation
t(3;5), la partie NPM (de NPM-MLF1) conserve la majorité de ses domaines
fonctionnels identifiables, soit le domaine de liaison d’un métal, un NLS et une partie
de domaine acidique (figure 2) (Yoneda-Kato et aL, 1996). Dans le cas de
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NPM-ALK et NPM-RARŒ seul le domaine de liaison d’un métal est conservé
(Morris et aÏ., 1994; Pandolfi, 1996). Notons également que dans les trois
translocations le domaine N-terminal nécessaire pour l’oligomérisation est conservé
(Bischof et al., 1997; Pandolfi, 1996; Yoneda-Kato et al., 1996). La protéine NPM
MLf 1 est localisée dans le noyau et le nucléole des cellules. Yoneda-Kato et al.
(1996) proposent que cette localisation serait due au fait que le NLS de NPM est
conservé suite à la transiocation.
Il a été démontré que NPM-MLf 1 induit l’apoptose des cellules K562 et HEL et qu’il
induit l’apoptose des cellules NIR 3T3 suite à une privation en sérum (Yoneda-Kato
et al., 1999). Par contre, il a été démontré que la cinétique de l’apoptose induite par
NPM-MLF1 était plus lente si l’on compare à celle obtenue avec d’autres inducteurs
d’apoptose tel que c-Myc et E2F-1 (Yoneda-Kato et al., 1999). L’étude de
différentes délétions de la protéine NPM-MLF1, par Yoneda-Kato et al. (1999), a
permis de déterminer qu’il y aurait un domaine important pour l’induction de
l’apoptose par NPM-MLf 1 dans la partie N-terminale de la région MLf 1. Ils ont
aussi démontré que le NL$ de NPM est important pour provoquer l’apoptose et que la
délétion du domaine de dimérisation de NPM viendrait diminuer l’effet apoptotique
de NPM-MLF1 (Yoneda-Kato et al., 1999). Toutefois, il semble que NPM-MLF1
n’induit pas uniquement l’apoptose des cellules. L’expression de NPM-MLF1
confère également un avantage prolifératif aux cellules. Cet aspect a été démontré en
cosurexprimant, dans des NIH 3T3, NPM-MLf 1 et la protéine anti-apoptotique
Bd-2, alors que seule la surexpression de Bel-2 ne donnait aucun avantage
prolifératif (Yoneda-Kato et al., 1999). Ceci suggère donc que NPM-MLF 1 serait
impliqué dans au moins deux voies de signalisation différentes. Ces deux voies (ou
une des deux) pourraient donc être impliquées dans l’induction de MDS et la
progression, dans certains cas, vers une AML.
1.3.3 MLF1 humain
Le gène MLF1 humain est localisé sur le chromosome 3 et il encode pour une
protéine de 31 kDa qui ne montre pratiquement aucune homologie de séquence avec
d’autres protéines connues (Yoneda-Kato et al., 1996). La seule homologie qui a été
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observée est celle avec un nouveau gène nommé MLf2 pour lequel très peu de
choses sont connues. MLF2 est une protéine exprimée de façon ubiquitaire et qui
présente 63% de similarité et 40% d’identité avec MLf 1 (Kuefer et al., 1996). MLf 1
ne contient aucun domaine fonctionnel identifiable à l’exception d’un site de liaison
aux protéines de la famille des 14-3-3 (Hitzler et aL, 1999; Williams et al., 1999) et le
domaine d’induction de l’apoptose en N-terminal proposé par Yoneda-Kato et al.
(1999).
L’expression de MLf 1 est tissu-spécifique. Il a été démontré que MLf 1 était
exprimé chez l’adulte dans le coeur, les muscles squelettiques, les reins, la prostate,
les testicules, les ovaires, l’intestin grêle, le colon et de façon plus faible dans la rate,
le thymus et le sang périphérique. Chez le foetus, l’expression dans le coeur, les
poumons et les reins a pu être détectée. Les lignées cellulaires érythroleucémiques
humaines K562 et HEL expriment aussi MLf 1 (Yoneda-Kato et al., 1996).
Matsumoto et al. (2000) ont isolé différentes populations de cellules de la moelle
osseuse humaine normale, soit: les CD34+ (Jrogéniteurs hématopoïétiques), GIyA+
(marqueur tardif de la différenciation érythroïde), CD3+ (lymphocytes T), CD 19+
(lymphocytes B), CD14+ (monocytes) et les granulocytes et ils ont vérifié
l’expression de MLf I dans chacune d’elles. Ils ont déterminé que les progéniteurs
CD34+ exprimaient fortement MLF1 et que son expression diminuait au cours de la
différenciation vers les différentes lignées cellulaires matures.
L’expression de MLF1 a aussi été analysée chez des patients ayant une AML, un
MDS ou une AML subséquente à un MDS (AML post-MDS), mais n’ayant pas la
translocation t(3;5)(q25.1;q34) (Matsumoto et al., 2000). Cette étude a révélé des
niveaux d’expression significativement élevés de MLf 1 non réarrangé, et ce avec une
fréquence relativement élevé chez ces patients (7/65 AML, 3/12 AML post-MDS et
7/44 MDS) (Matsumoto et al., 2000). De façon plus détaillé, ils ont premièrement
observé chez les patients ayant une AML de type Ml, M2, M6 et M7 une forte
expression de MLf 1; chez ceux ayant une AML de type M5, ils ont noté une
expression légèrement supérieure de MLF 1; finalement dans les AML de type M3 et
M4, on remarque une moindre expression de MLF1 comparativement à l’expression
de MLf 1 dans le sang périphérique normal et la moelle osseuse normale (contrôles).
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Deuxièmement, leur analyse des patients atteints d’un MDS a permis d’observer une
expression de MLf 1 égale au niveau d’expression observé dans les contrôles chez les
patients ayant un MDS à faible risque de développer une AML, soit les types RA et
RARS. Pour ce qui est des patients avec un MDS de type RAEB et RAEB-t, à haut
risque de développer une AML, ils ont observé une expression élevée de MLf 1.
Donc la surexpression de MLF 1 semble être associée à un risque élevé de développer
une AML. finalement, chez les patients AML post-MDS, ils observent des niveaux
élevés de MLF1 dans leurs cellules sanguines et ils ont également observé que
lorsqu’il y a transformation de la maladie (MDS vers AML et dans un cas de MDS
RAEB vers RAEB-t), qu’il y avait une augmentation de l’expression de MLf I
(Matsumoto et al., 2000). Ils ont également déterminé que les manifestations
cliniques des patients ayant une expression élevée de MLf 1 non réarrangé sont
similaires à celles observées chez les patients ayant la transiocation t(3;5)
(Matsumoto et al., 2000). Toutefois, le mécanisme par lequel on observe une
augmentation de la régulation de MLf 1 dans les cas d’AML, de MDS à haut risque et
AML post-MDS demeure inconnu.
1.3.4 Homologue murin de MLF1 (Mlii)
L’homologue murin de MLF1, nommé Mlft, a été identifié par Hitzler et al. (1999)
et indépendamment par Williams et al. (1999) qui eux l’ont nommé HLS7 pour
«hemopoietic lineage switch gene ». L’homologie de séquence entre Mlft murin
et MLf 1 humain est de 86% (Hitzler et al., 1999). Le gène codant pour la protéine
Mlfl est situé dans la région centrale du chromosome 3 murin (Hitzler et al., 1999).
Tout comme MLf 1, Mlii n’a que le site de liaison aux protéines 14-3-3 comme
domaine fonctionnel identifiable et il se situe aux résidus 31 à 36 de la protéine
(Hitzler et al., 1999; Williams et al., 1999). La séquence en acide aminé du site de
liaison est RSfSEP, ce qui correspond à un des motifs identifiés pour la liaison des
protéines 14-3-3 (voir section 1.3.5).
L’expression de Mlii est tissu-spécifique tout comme l’est son homologue humain.
Chez la souris, l’expression de Mlii a été démontrée dans le coeur, les muscles
squelettiques, les testicules et les poumons, mais son expression n’a pas été détectée
dans la rate, le foie et les reins (Hitzler et al., 1999). Il est donc envisageable de
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penser que MLf 1 puisse jouer un rôle important au niveau de la fonction de ces
tissus, entre autre au niveau de la différenciation cellulaire. De plus, l’analyse de
différentes lignées de cellules de souris a démontré que généralement Mlii était
exprimé dans les lignées cellulaires immatures. C’est le cas entre autres des cellules
myéloïdes immatures W265, 2Mes/raf, Ml, J2E-m2; des progéniteurs des cellules B
1-Bra, 3-Mes ainsi que des cellules érythroleucémiques F4N et 707 (non
différenciées) (Williams et al., 1999). Les cellules J2E-m2 (Keil et aÏ., 1995) ont été
identifiées suite à un « lineage switch» spontané vers la lignée myéloïde des cellules
érythroleucémiques J2E, qui sont des cellules immortalisées au stade proérythroblaste
de leur différenciation (Klinken et al., 1988). Par la suite, il a été démontré que les
cellules J2E-m2 exprimaient Mlft alors que les J2E ne l’expriment pas (Williams et
al., 1999). Les cellules 12E-m2, contrairement aux cellules 12E, sont des cellules
adhérentes qui ne répondent pas à une stimulation à la différenciation par l’EPO et
qui n’expriment pas le marqueur de surface érythroïde Yen 19. De plus, elles
possèdent des niveaux réduits des facteurs de transcription érythroïdes GATA-1,
NF-E2 et EKLf (Keil et al., 1995). Dans tous les cas mentionné ci-dessus, c’est
Mlii endogène qui a été détecté. Par contre, lorsqu’on surexprime Mlii dans certains
types cellulaires, différentes observations ont pu être faites. Premièrement, la
surexpression de Mlii dans les cellules Ml favorise leur différenciation en
macrophages (Williams et al., 1999). Deuxièmement, la surexpression de Mlii, dans
les cellules 707 et dans des cellules érythroïdes normales (progéniteurs érythroïdes
isolés d’un foie foetal), provoque un blocage de leur différenciation vers la lignée
érythroïde et favorise la maturation de cellules de la lignée myéloïde (Williams et al.,
1999). Troisièmement, il a été démontré que la différenciation érythroïde induite par
l’EPO provoque une accumulation de l’inhibiteur du cycle cellulaire 27KiP1 Cela
amène la suppression de l’activité kinase du complexe CDK2/cycline-E et il s’en suit
un arrêt du cycle cellulaire (Hsieh et al., 2000). Lorsque les cellules J2E sont
exposées à l’EPO, on observe une poussée de la prolifération. Ensuite, les cellules se
différencient et sortent du cycle cellulaire. Il y a finalement production
d’hémoglobine et des changements morphologiques s’opèrent menant à la production
d’érythroblastes et d’érythrocytes (Busfield et Klinken, 1992; Tilbrook et al., 1997).
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Par contre, suite à l’induction à la différenciation par l’EPO de cellules J2E
transfectées avec Mlft qui surexpriment ce dernier, il a été démontré que ces cellules
ne synthétisaient pas d’hémoglobine. Aucun changement morphologique associé à la
maturation érythroïde n’était observable; ces cellules démontraient plutôt, comme les
J2E-m2, un phénotype monoblastique (Williams et aï., 1999; Winteringham et al.,
2004). De plus, lorsque Mlfl est surexprimé dans les cellules J2E induite par l’EPO,
les composants Culi et Skp2 du complexe ubiquitine ligase F3 SCF2 demeurent
élevés ce qui prévient l’accumulation de 27KP1 via sont ubiquitination et sa
dégradation au protéasome (figure 3) (Winteringham et aÏ., 2004). Donc, s’il n’y a
pas d’accumulation de p27tJ’ dans la cellule, il n’y a pas d’inhibition du complexe
CDK2/cycline-E et par conséquent, pas d’arrêt du cycle cellulaire. Même si MIfI












altère significativement le phénotype érythroïde des cellules J2E, l’état de
phosphorylation des composants de la voie de signalisation: récepteur à
l’EPO—STAT5—Map kinase, demeure normal suite à l’induction à la différenciation
avec l’EPO. Toutefois, une diminution du nombre de récepteurs à l’EPO a été
observée (Williams et aÏ., 1999). Contrairement aux cellules J2E-m2, les cellules J2E
induites exprimant Mlft de façon ectopique possèdent des niveaux normaux des
facteurs de transcription érythroïdes GATA-1, NF-E2 et EKLF (Williams et al.,
1999).
1.3.5 Protéines 14-3-3
Les protéines de la famille 14-3-3 sont exprimées dans une grande variété
d’organismes et elles sont exprimées de façon ubiquitaire. Leur structure primaire est
très conservée, que ce soit au cours de l’évolution ou entre les différents organismes.
Ceci suggère un mécanisme d’action moléculaire commun aux différentes espèces
(Aitken et al., 1992; Dougherty et Morrison, 2004; Palmgren et al., 199$). La plupart
des organismes possèdent plus d’un isoformes des protéines 14-3-3. Par exemple les
mammifères possèdent 7 isoformes ([3, y, E, a, Ç t et ri) (Aitken, 1996). Les
protéines 14-3-3 se dimérisent via leur domaine N-terminal et elles peuvent former
des homo- et des hétérodimères (Jones et al., 1995; Liu et al., 1995; Xiao et al.,
1995). La dimérisation forme deux poches de liaison avec lesquels le dimère 14-3-3
peut interagir, soit en se liant à un ou deux motifs d’une même protéine, soit en liant
deux partenaires différents (Dougherty et Morrison, 2004). Deux séquences
consensus de liaison aux protéines 14-3-3 ont principalement été identifiées, soit
RSXS”XP (Muslin et al., 1996) et RXY/FX$’XP (Yaffe et al., 1997) (où S’
correspond à une phospho-sérine). La phosphorylation de la sérine du motif de
liaison augmente l’affinité des protéines 14-3-3 pour leurs protéines cibles (Muslin et
al., 1996). Toutefois, dans certains cas l’interaction ne nécessite pas la
phosphorylation de la sérine (Henriksson et al., 2002; Nomura et al., 2003). Il a été
démontré que les protéines 14-3-3 pouvaient se lier à plusieurs protéines diverses
telles que: Raf (Fanti et al., 1994), BAD (Zha et al., 1996), BAX (Nomura et al.,
2003), Cdc25C (Peng et al., 1997), p53 (Waterman et al., 1998), 27KiP1 (figure 3)
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(Sekimoto et al., 2004), Bcr et Bcr-Abl (Reuther et al., 1994), P13-kinase (Bonnefoy
Berard et al., 1995), protéine kinase C (PKC) (Aitken et al., 1995) ainsi que les
histones déacétylases (HDAC) 4 et 5 (Grozinger et Schreiber, 2000). L’interaction de
ces différentes protéines avec les 14-3-3 résulte en leur implication dans différents
processus métaboliques importants pour la cellule tels que: la régulation du cycle
cellulaire, l’apoptose, la différenciation cellulaire, la transcription, la localisation
cellulaire des protéines (ex. : séquestration dans le cytoplasme), la coordination de la
transmission du signal dans les voies de signalisation, la stabilité des protéines ainsi
que l’initiation et l’inhibition des interactions entre protéines (Dougherty et Morrison,
2004; Mhawech, 2005; Palmgren et al., 1998). Tel qu’attendu, il a été démontré, par
un essai double hybride chez la levure et par immunoprécipitation, qu’il y avait
interaction entre Mlft et un membre de la famille des protéines 14-3-3, soit 14-3-3Ç
(Lim et al., 2002). La phosphorylation de la sérine(34) du motif RSFS”EP de Mifi
est essentielle pour l’interaction entre Mifi et 14-3-3Ç. La phosphorylation de Mifi
est indirectement causée par la l’interaction de Mifi avec la protéine Madm (« MLF 1
adaptor molecule ») (Lim et al., 2002).
1.3.6 Madm
La protéine Madm est une protéine de 6OkDa qui contient plusieurs domaines
fonctionnels (Lim et al., 2002). L’homologue humain, NRBP, possède 98%
d’identité avec Madm et il a été identifié comme étant une protéine liant les
récepteurs nucléaires parce qu’il possède deux motifs LXXLL liant les récepteurs
nucléaires (Hooper et al., 2000). Madm contient un domaine kinase similaire à
plusieurs protéines kinases, mais dans la majorité des protéines kinases un motif
conservé liant l’ATP est présent, motif qui n’est pas retrouvé dans la séquence de
Madm. Malgré que certaines kinases n’ayant pas le motif de liaison à l’ATP ont été
identifiées, il a été démontré que Madm ne possède pas l’activité catalytique d’une
kinase (Lim et al., 2002). Madrn contient aussi un NL$, un signal potentiel
d’exportation nucléaire et plusieurs sites potentiels de phosphorylation (Lim et al.,
2002), suggérant que sa localisation intracellulaire est régulée par ces différents
motifs.
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Madm et Mlft peuvent être co-immunoprécipités. De plus, la colocalisation des deux
protéines a été observée principalement dans le cytoplasme et de façon plus
spécifique dans la région périnucléaire (Lim et aÏ., 2002). Un domaine liant Mifi a
été identifié dans la région N-terminale de Madm (a.a. 406 et 479). Pour ce qui est de
Mlft, deux régions ont été identifiées comme étant importantes pour l’interaction
avec Madm : une région en N-terminal (a.a. 39 à $2) et une région en C-terminal (a.a.
163 à 227) (Lim et al., 2002). Il a également été démontré que Madm pouvait lier
NPM-MLF1, mais plus faiblement qu’avec Mifi. Ceci est probablement lié au fait
que Madm n’interagit avec NPM-MLF1 qu’au niveau de la région centrale de la
protéine de fusion (Lim et al., 2002).
Tel que mentionné précédemment, Madm possède un domaine kinase, mais ne
possède pas d’activité kinase. Lim et al. (2002) ont démontré que Madm recrute une
sérine-kinase, cette dernière phosphoryle Madm ainsi que Mifi sur le motif RSFSEP
(figure 3). La phosphorylation du motif permet la liaison entre Mifi et les protéines
14-3-3 (figure 3). Malgré que NPM-MLF1 soit phosphorylé sur le motif de liaison
aux 14-3-3 suite à son association avec Madm et la sérine-kinase, les protéines 14-3-3
ne se lient pas à NPM-MLF 1 (Lim et al., 2002). Cela est probablement dû à un
encombrement stérique lors du repliement de la protéine, ce qui fait que NPM-MLf 1
ne peut être retenu dans le cytoplasme et est, par le fait même, transioqué au noyau
via le NLS de NPM.
1.3.7 MLF1IP
Récemment, une nouvelle protéine a été identifiée comme étant capable de s’associer
avec MLf 1. Il s’agit de MLF1IP pour « MLF1-interacting protein» (Hanissian et
al., 2004). Le gène de MLF1IP est situé sur le chromosome 4 humain (position
4q35.1) et code pour une protéine de 46kDa (Hanissian et al., 2004). MLf1IP
contient plusieurs domaines fonctionnels tels que: deux NLS-biparties et deux NL$;
plusieurs sites potentiels de phosphorylation; deux régions riches en acides
glutamiques, sérines, prolines et thréonines (séquence PEST); deux motifs consensus
LXXLL liant les récepteurs nucléaires et deux zippers à leucine potentiels (Hanissian
et al., 2004). Le domaine de liaison à MLf 1 a été identifié dans la région centrale de
MLF1IP (Hanissian et al., 2004). MLf1IP aune expression tissu-spécifique similaire
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à MLF 1. MLf 1 IP est exprimé dans les cellules hématopoïétiques de façon lignée-
spécifique et ce, principalement dans la lignée érythroïde (Hanissian et al., 2004).
D’après les différentes interactions possibles entre les protéines énumérées ci-dessus,
il est possible que MLf1IP fasse partie d’un complexe multiprotéique dans lequel on
retrouverait MLf 1, 14-3-3Ç, Madm et sa sérine-kinase associée.
1.3.8 p53
La protéine p53 est aussi appelée «la gardienne du génome» (Lane, 1992) puisque sa
fonction principale est celle de suppresseur de tumeur. Suite à un stress cellulaire,
p53 est activée ce qui lui permet d’activer plusieurs gènes cibles et voies de
signalisation. La protection des cellules est assurée par les molécules activées par
p53 qui induiront l’arrêt du cycle cellulaire, la réparation des dommages à l’ADN et
ultimement l’induction de l’apoptose (Braithwaite et al., 2005). Les fonctions de p53
sont contrôlées par différents mécanismes, que se soit par la régulation de sa
transcription et de sa traduction, par des modifications post-traductionnelles ou par sa
localisation cellulaire (Zamzami et Kroemer, 2005). Une inactivation de la protéine
p53 fait qu’elle ne peut plus effectuer son rôle de suppresseur de tumeur et il y a donc
prolifération cellulaire et inhibition de l’apoptose (Braithwaite et al., 2005). De plus,
les mutations dans p53 sont les anomalies moléculaires les plus souvent détectées
dans les cas de cancers humains (Holistein et al., 1991). Récemment Yoneda-Kato et
aÏ. (2005) ont démontré, dans des cellules NIH 3T3 et MEF, que MLf 1 avait une
influence sur p53. Ils ont démontré que MLf 1 interagissait spécifiquement avec la
sous-unité 3 du signalosome COP9 (CSN3). L’expression de MLF1 aurait pour effet
de réguler négativement COP 1, qui possède une activité ubiquitine ligase E3 envers
p53 (Doman et aÏ., 2004), via CSN3. Il s’en suit une augmentation de p53 et un arrêt
du cycle cellulaire (figure 3) (Yoneda-Kato et al., 2005).
1.4 Les cellules souches embryonnaires (ES)
Les cellules souches embryonnaires (ES) sont de plus en plus utilisées de nos jours
parce qu’elles constituent un modèle d’étude très intéressant. En effet, les cellules
Ri-ES (Nagy et aÏ., 1993) sont utilisées lors d’études in vitro et elles permettent aussi
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la génération de souris transgéniques ou avec un gène inactivé (« knock out »)
(filippi et Sainteny, 2001). Les cellules ES sont un bon modèle cellulaire pour
l’étude des voies de signalisation puisqu’elles sont capables de se différencier in vitro
en différentes lignées cellulaires selon les facteurs de croissance avec lesquels elles
sont mises en culture. En fait, elles récapitulent partiellement l’hématopoïèse
(filippi et $ainteny, 2001). Les cellules ES conservent leur totipotentialité
lorsqu’elles sont cultivées en présence de LIF (< Leukemia Inhibitory factor »)
(Williams et al., 198$). Le BMP (< bone morphogenic protein) peut également
collaborer avec le LIF à cette fonction (Ying et al., 2003). La présence de LIF dans
le milieu stimule la dimérisation des récepteurs LIf et gpl3O à la surface des cellules.
Le complexe ainsi formé active la tyrosine kinase JAK qui phosphoryle les récepteurs
LIF et gpl3O sur leurs résidus tyrosines (Boulton et al., 1994). Le complexe de
récepteurs recrute ensuite STAT3 qui se fait aussi phosphoryler par JAK, ce qui
active sa dimérisation. Le dimère STAT3 est alors transioqué au noyau où il active
différents gènes cibles (Dameli, 1997), tel que c-Myc (Cartwright et al., 2005). Cette
voie permet donc de maintenir l’autorégénération des cellules et de bloquer leur
différenciation. Les cellules ES sont grandement influencées par les cytokines, c’est
pourquoi en retirant le LIF du milieu et en les cultivant en présence d’EPO, de SCf
(< Stem Ceil Factor ») et d’1L3, leur différenciation se fera vers les lignées
érythroïdes et myéloïdes (Keller et aÏ., 1993). La première étape est la formation des
corps embryonnaires (EB), puis lorsque ceux-ci sont cultivés en milieu semi-solide la
différenciation permet la formation d’érythrocytes et de cellules myéloïdes (Keller et
al., 1993).
1.5 Apoptose
La cellule possède un mécanisme de mort cellulaire programmée appelé apoptose. La
vie et la mort des cellules doivent être régulées, puisqu’une forte prolifération
accompagnée d’une faible mortalité peuvent causer plusieurs problèmes cellulaires et
même conduire au cancer (Krammer et al., 1998). Les mécanismes impliqués dans la
mort cellulaire sont divisés en deux voies principales, soit la voie exogène et la voie
endogène, desquelles nous allons survoler les grandes lignes.
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Tout d’abord, la voie exogène qui est également appelée la voie impliquant les
récepteurs de mort à la surface de la cellule sera décrite (figure 4A). Les récepteurs
de mort font parti de la superfamille des récepteurs TNF (« tumor-necrosis factor »).
Les récepteurs de mort sont activés par la liaison de leurs ligands soient les TNf
(Schmitz et al., 2000). Une fois que le récepteur de mort a lié son ligand respectif, il
recrute FADD (« Fas-associated death domain protein ») qui est une protéine
adaptatrice intracellulaire. À son tour FADD recrute les formes inactives des
caspases $ et 10 (Sprick et al., 2000). Une fois recrutée au complexe d’induction du
signal de mort, la procaspase $ et la procaspase 10 sont clivées; ce qui résulte en leur
activation (Shi, 2004). Les caspases $ et 10 agissent comme des caspases initiatrices.
Les caspases initiatrices activées, clivent les caspases effectrices. Ces caspases
effectrices sont principalement les caspases 3, 6 et 7. Les caspases effectrices se
clivent entre elles ce qui conduit à l’amplification de l’activation de la cascade
protéolytique des caspases (Shi, 2004). Par la suite, les « substrats de mort» sont
clivés par les caspases effectrices. Ces substrats de mort conduisent à plusieurs
changements morphologiques et biochimiques caractéristiques. Ces modifications
sont induites par le clivage de différents éléments ou protéines de la cellule. Le
clivage des lamines nucléaires qui est impliqué dans la condensation de la chromatine
et la réduction du noyau (Rathmell et Thompson, 1999) en est un exemple. Le
relâchement de l’endonucléase, qui se rend au noyau pour dégrader l’ADN, est causé
par le clivage de l’inhibiteur de la DNase CAD (Sakahira et aï., 199$). Un autre
changement induit par les substrats de mort est le clivage des protéines du
cytosquelette comme l’actine, la plectine et Rho kinasel (Rock-1) induisant la
fragmentation cellulaire et la formation de corps apoptotiques (Rathmell et
Thompson, 1999). La cellule meurt suite à une exposition à ces différents signaux et
les débris cellulaires sont phagocytés.
Maintenant, la voie endogène qui est également nommée voie impliquant les
mitochondries sera brièvement détaillée (figure 4B). La voie endogène permet
d’augmenter la réponse apoptotique. Suite à l’activation de la caspase 8, par la voie
exogène, celle-ci vient cliver la protéine pro-apoptotique BlD (Desaglier et Martinou,
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Figure 4: Voies de l’apoptose. A) La voie exogène. B) La voie endogène. (Adapté
de Ccli Signaling Technology)
la libération du cytochrome c (Cyt c). Une fois relâché dans le cytosol, le Cyt c se lie
à Apafi (« apoptotic protease activating factor 1») formant ainsi l’apoptosome. Par
la suite, la procaspase 9 se lie à l’apoptosome et subi un clivage; il en résulte donc
une caspase 9 activée (Desagher et Martinou, 2000). La caspase 9 vient s’ajouter à
l’action des caspase $ et 10 en clivant les caspases effectrices. Le reste de la cascade
est la même que pour la voie exogène, c’est-à-dire le clivage des substrats de mort qui
eux conduisent à l’apoptose.
La voie endogène est parfois induite par la protéine pro-apoptotique BAD. De façon
intéressante, BAD interagit avec plusieurs isoformes des protéines 14-3-3
(Subramanian et aÏ., 2001). Cette interaction mène à la séquestration de BAD,
l’empêchant ainsi d’interagir avec la protéine anti-apoptotique Bcl-XL (Tan et aï.,
2000). Lorsque BAD est relâché, il inhibe Bcl-XL qui normalement empêche


























La régulation des deux voies de l’apoptose se fait par plusieurs mécanismes.
Premièrement, il y a les protéines FLIPs qui se lient au récepteur de mort empêchant
ainsi le clivage de la procaspase 8 (Krueger et al., 2001). Deuxièmement, la
régulation des voies de l’apoptose au niveau de la mitochondrie se fait à différents
niveaux par les protéines anti-apoptotiques de la famille Bd-2. Troisièmement,
l’apoptose peut être régulée par les clAPs (« inhibitor of apoptosis proteins »), qui
inhibent les caspases en s’y liant (Deveraux et Reed, 1999).
1.6 Cycle cellulaire
Le cycle cellulaire des cellules de mammifères se divise en quatre phases: la phase
Gi (le premier «gap» de croissance), la phase S (synthèse de l’ADN), la phase G2
(le deuxième «gap» de croissance) et la phase M (mitose). Les cellules qui ne sont
pas en cycle, sont en état de quiescence (phase GO) ou de différenciation (Deane et
al., 2005). La progression d’une phase à l’autre est un mécanisme bien régulé,
puisqu’une phase ne peut débuter que si la précédente est complètement terminée.
Les principaux acteurs dans la régulation du cycle cellulaire sont les cyclines, la
famille des kinases sérine-thréonine dépendantes des cyclines (CDK), les inhibiteurs
des CDK et les protéines régulatrices maîtresses : rétinoblastome (Rb), p53 et le
facteur de transcription E2F (Deane et al., 2005). La progression entre les différentes
phases du cycle cellulaire est assurée par les CDK dont l’activation est déterminée
par leur association avec une cycline et par des modifications post-traductionnelles
(phosphorylations) (Sherr et Roberts, 1999). L’activité des complexes CDKlcycline
est également régulée par deux grandes familles d’inhibiteurs: la famille 1NK4
comprenant les protéines 6INK4a 15 INK4b TNK4c et p19 4d et la famille
CIP/KIP comprenant les protéines 2yCiP1 27KiP1 et 57KiP2 (Sherr et Roberts, 1999).
En phase Gi, la cellule décide si elle continue sa progression vers les autres phases
du cycle, ce qui aboutira à la division cellulaire et à la prolifération, ou si elle quitte le
cycle pour entrer dans un état de quiescence ou de différenciation. Cette décision est
étroitement liée avec l’état de phosphorylation de Rb. Lorsque Rb est
hypophosphorylée elle interagit avec les facteurs de transcription de la famille E2F,
ce qui a pour effet d’inhiber la transcription de plusieurs gènes requis pour la
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progression à travers le cycle cellulaire ou des gènes impliqués dans la réplication de
l’ADN (Sherr et Roberts, 1999). À l’inverse, lorsque Rb est hyperphosphorylée elle
n’interagit pas avec les E2f, il y a donc transcription et progression dans le cycle
cellulaire (Sherr et Roberts, 1999). Le cycle cellulaire contient plusieurs points de
contrôles où des mécanismes s’opèrent et empêchent la progression dans le cycle si
les étapes précédentes n’ont pas été complétées ou si l’ADN est altéré. Ces points de
contrôles sont entre autre régulés par Rb et p53. Une partie de la capacité de p53 à
arrêter la cellule en G 1 vient de l’activation de la transcription de l’inhibiteur de CDK
p2l’ ($herr et McCormick, 2002). Enfin, les processus entourant le cycle
cellulaire et la prolifération doivent être étroitement régulés, puisqu’un défaut dans
une ou des voies de transmission des signaux reliés à la régulation du cycle cellulaire
peut entraîner diverses maladies et le cancer.
1.7 Hypothèse de recherche et objectifs
Le gène MLf 1 est anormalement régulé dans plusieurs cas de MDS et d’AML. Nous
croyons que la surexpression de MLf 1 dans les cellules hématopoïétiques induit un
dérèglement moléculaire qui favorise l’apparition de ces maladies. Pour investiguer
la fonction de MLf 1 et son influence sur les processus cellulaires lors de
l’hématopoïèse, nous avons posé deux objectifs. Premièrement, obtenir un modèle
cellulaire dans lequel le gène Mlft murin est surexprimé. En se rapportant à ce qui a
déjà été fait dans la littérature, différents types cellulaires auraient pu être utilisés
pour étudier Mlfl. Toutefois, nous avons choisi les cellules ES puisqu’elles peuvent
être maintenues au stade de cellules multipotentes et elles ont la capacité de
récapituler partiellement l’hématopoïèse. Deuxièmement, étudier et caractériser les
mécanismes moléculaires dans lesquels MIfi est impliqué. Bien qu’il ait été proposé
que MLF1 soit impliqué dans différents mécanismes cellulaires, cet objectif s’avère
important puisque la fonction et les interactions de l’oncogène MLf 1 demeurent à
être clairement démontrées.
2. Matériel et méthodes
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2.1 Clonage
Le vecteur pcDNA3.1 B/Mlfl -V5-His a été obtenu suite à plusieurs étapes de clonage.
Une PCR a d’abord été effectué avec l’enzyme pfu (Promega) avec les amorces
MLFF5’ et MLff3’ (voir tableau III) sur le vecteur pEGfPN1/Mlfl (Figure 5A). Le
produit de PCR a été digéré par EcoR I, puis cloné dans le vecteur pcDNA3.1B/V5-
His (Invitrogen) préalablement digéré par EcoR I.
2.2 Mutagenèse dirigée
Les mutagenèses sur le vecteur pcDNA3.1B/Mlfl-V5-His (figure5C) ont été
effectuées tel que décrit dans le manuel d’instruction de la trousse «QuickChange
site-directed mutagenesis» (Stratagene) en utilisant les amorces MLF 1 -Ex3.1 et
MLF1-Ex3.2 ou les amorces MLF1-NLS.1 et MLf1-NLS.2 (voir tableau III).
Afin d’obtenir la protéine de fusion Mlfl-GFP, la mutagenèse a été effectuée sur le
vecteur pEGfPN 1 /Mlft (figure 5A) avec la même trousse décrite ci-dessus, mais
avec les amorces mutaMR26. 1 et mutaMR26.2 (voir tableau III).
2.3 Cultures cellulaires et transfections
2.3.1 Cellules COS-7
Les cellules COS-7 (cellules de rein, singe vert africain) ont été cultivées dans du
milieu «Dulbecco’s modified Eagle’s medium» (DMEM) (Gibco), supplémenté
avec 10% de sérum de foetus bovin (FBS) (Sigma) et de la pénicilline-streptomycine
(100 U/ml et 100 jig/ml, respectivement) (Gibco). Les cellules ont été cultivées dans
des incubateurs à 37°C et à 5% C02. Les cellules ont été passées tous les 2-3 jours
selon la confluence, en ne dépassant pas 70% de confluence.
Les transfections stables et transitoires des cellules COS-7 ont été effectuées par
électroporation. Pour ce faire, 2 X 106 cellules resuspendues dans 400 pi du milieu
de culture ont été électroporées avec 20 tg d’ADN dans une cuvette 4 mm, à 170
volts et à 950 iF (GenePulser Xcell, Bio-Rad). La sélection des clones stables a été
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effectuée avec 1,1 mg/ml de généticine (G4 18), puis une fois les clones isolés, ils ont
été maintenus en présence de 6001g/ml de G41 8. Suite aux transfections transitoires
par électroporation, les cellules ont été remises en culture dans des pétris qui
contenaient des lames à microscope.
2.3.2 Cellules Ri-ES
Les cellules Ri-ES (cellules souches embryonnaires de souris) ont été cultivées dans
des pétris préalablement traités avec de la gélatine 0,1%. La culture s’effectue dans
du milieu ES (1: 1 DMEM (Gibco) et milieu BRL conditionné (DMEM (Gibco),
10% fBS (Sigma), 0,1 mM d’acides aminés non-essentiels (Gibco), pénicilline-
streptomycine (100 U/ml — 100 .tg/ml) (Gibco)), supplémenté avec 6,6% ES-FBS
caractérisé (Hyclone), 55 p.M d’acides aminés non-essentiels, pénicilline-
streptomycine (55 U/ml — 55 j.ig/ml), 100 iM de -mercaptoéthanol (Sigma) et
ESGRO (1000 U/ml) (Chemicon)). Les cellules ont été cultivées dans des
incubateurs à 37°C et à 5% C02. Les cellules ont été passées tous les 2-3 jours selon
la confluence, en ne dépassant pas 70% de confluence.
Les transfections stables des cellules Ri -ES ont été effectuées par électroporation.
Pour ce faire, 4-5 X106 cellules resupendues dans 800 il de PBS ont été électroporées
avec 10 jig d’ADN dans une cuvettes de 4 mm, à 400 volts et à 1260 jiF (EC100
Electroporator, ThermoEC). La sélection des clones a été effectuée avec 200 ig/ml
de G418.
Les tranfections transitoires ont quant à elles été effectuées tel que décrit dans le
manuel d’instruction du «FuGene6 Transfection reagent» (Roche). Les
transfections ont été réalisées en utilisant des ratios fuGene6 : ADN de 3 : 2 ou de
3 : 1. De façon générale, les cellules ont été mises en culture 24 h avant la
transfection dans des pétris de 10 X 10 cm contenant trois lames à microscope et 15
ml de milieu ES. Le jour de la transfection, 30 jil de FuGene6 ont été dilués dans 970
jil d’Opti-MEM (Gibco) avec 10 ou 20 .d d’ADN à une concentration de 1 ig4iJ et




Les cellules ont été cultivées directement sur lame; les lames ont préalablement été
traitées à la poly-L-lysine (Sigma) et dans le cas des cellules Ri-ES, les lames ont
également été traitées avec de la gélatine 0,1%. Les lames ont été récoltées 24, 4$, ou
72 h après les transfections. Les cellules ont été fixées 30 min dans une solution de
formaldéhyde 4% dans du PBS. Dans le cas des cellules Ri-ES, une
perméabilisation de 30 min avec 0,i% de Triton X-iOO dans du PBS a été réalisée.
Suite à deux lavages de 5 mm, les lames ont été bloquées dans 5% de lait en poudre
écrémé dans du PBS. Les lames ont ensuite été incubées avec la solution d’anticorps
primaire: souris anti-V5 (Invitrogen) dilué 1: 400 dans du PBS, 5% FBS et 0,1%
Tween 20, pendant 45-60 min à température de la pièce. Après un lavage, les lames
ont été incubées 45-60 min avec l’anticorps secondaire: chèvre anti-souris IgG-FITC
(Sigma) dilué 1: 400 dans du PBS, 5% FBS et 0,i% Tween 20. Suite au lavage et à
la déshydratation des lames, les noyaux ont été colorés au Dapi-Dabco/Vectashield
($igmaNector Laboratories).
2.4.2 Fluorescence directe (GFP)
Les cellules ont été cultivées directement sur des lames traitées (poly-L-lysine et
gélatine 0,1%). Les lames ont été récoltées 24 ou 4$ après la transfection. Elles ont
été fixées dans une solution de formaldéhyde 4% dans du PBS, pendant 30 min.
Suite au lavage et à la déshydratation des lames, les noyaux des cellules ont été
colorés au Dapi-DabcoNectashield (SigmaNector Laboratories).
2.5 Extraction d’ARN
Les extractions d’ARN ont été effectuées à l’aide du « Trizol Reagent» (Invitrogen),
tel que décrit dans la fiche technique du produit. Pour l’expérience de RT-PCR,
l’ARN de cellules ES a été extrait de 1 X 106 cellules. Pour le transfert de type
northern, l’ARN de cellules ES a été extrait à partir de 5 X i06 cellules et à partir de
j50-lOOmg de tissu de coeur et de rate de souris. L’ARN qui a été resuspendu dans
50 jil d’H2ODEpC a été quantifié par spectrophotométrie.
2.6 Transfert de type northern
Les différents ARNs ont été migrés sur gel d’agarose 1% (p/v), 10% MOPS IX (v/v)
et 0,63% formaldéhyde (vlv), puis transférés sur une membrane de nylon non chargée
(Qiagen) par capillarité. La membrane a été préhybridée dans une solution de 6X
SSC, 50% formamide, 5% Denhardt, 0,5% SDS et 0,24mg/ml d’ADN de sperme de
saumon, pendant 4 h à 42°C. La membrane a ensuite été hybridée, avec un fragment
d’ADNc de Mlfl marqué radioactivement, dans une solution de 50% formamide,
NaC1 1M, 2,8% Denhardt, 0,5% SDS, 10% dextran sulfate et 0,24mg/ml d’ADN de
sperme de saumon, à 42°C toute la nuit. La membrane a été lavée dans du 2X SSC,
pour ensuite être exposée sur un écran, puis scannée au Phosphor-Imager (Storm 540,
Amersham Pharmacia Biotech).
2.7 RT-PCR
L’ARN a préalablement été traité avec lU de DNaseI, grade d’amplification
(Invitrogen) pour chaque microgramme d’ARN. L’ADN complémentaire total a été
synthétisé à partir de 1 ig d’ARN (traité à la DNaseI) à l’aide de l’enzyme de
transcriptase inverse « SuperScript RT» (Invitrogen) en incubant pendant une heure à
3 7°C, suivi d’une incubation de 15 min à 70°C pour inactiver l’enzyme. Puis,
l’expression de Mlft a été analysée par une réaction de PCR avec les amorces
MLfF5’ et mMLF1-567 (voir tableau III). Les conditions de PCR sont les
suivantes: 3 min à 95°C; 31 cycles de 30 sec à 95°C, 30 sec à 60°C et 30 sec à 72°C;
puis une élongation finale de 5 min à 72°C. Les produits de PCR ont été visualisés
sur gel d’agarose 2%.
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2.8 Transfert de type western
Les extraits protéiques totaux ont été obtenus en resuspendant 4 X 1 cellules dans
60 jil de «sample buffer» (100mM Tris pH 6,8, 200mM DTT, 4% SDS, 0,2% bleu
de bromophénol et 20% glycérol), puis les extraits ont été soniqués deux fois 5 sec et
bouillis pendant 5 min. Les extraits protéiques (30 jii) ont ensuite été soumis à une
séparation sur un gel SDS-polyacrylamide de 15%, suivie d’un transfert sur une
membrane Hybond ECL (Amersham Biosciences). La membrane a été bloquée avec
du lait écrémé (5% dans du PBS). La membrane a ensuite été incubée pendant 1 h 45
min à température de la pièce avec l’anticorps primaire: souris anti-GFP (Santa Cruz
Biotechnology), dilué 1: 800 dans du lait écrémé (1% dans du PBS). L’anticorps
secondaire: chèvre anti-souris IgG conjugué à la peroxydase, dilué 1: 1000 dans du
lait écrémé (1% dans du PBS), a été incubé pendant 1 h 30 min à température de la
pièce. Après chaque anticorps, la membrane a été lavée trois fois 10 min dans 0,05%
Tween 20 dans du PBS. L’anticorps secondaire a été révélé avec une trousse de
chemiluminescence ECL Plus (Amersham Biosciences), puis détecté avec le système
d’imagerie LAS-3000 (Fuji Life Science).
2.9 Cytométrie en flux
2.9.1 Phénotype
Les cellules ES ont été tiypsinisées (Trypsine-EDTA iX (Gibco)), resuspendues dans
du PBS et analysées en cytométrie en flux au FACScan (Becton Dickinson). Les
résultats ont été analysés à l’aide du logiciel CellQuest (BD Biosciences).
2.9.2 Tri cellulaire
Les cellules du clone ES/Mlft-GFP #3 ont été récoltées par trypsinisation (Trypsine
EDTA 1 X), resuspendues à une concentration de 10 X 106 cellules/ml dans du milieu
ES et analysées à l’aide d’un trieur munit de l’option DIVA (« Digitalized Vantage »)
(Becton Dickinson). Suite au tri, 2-3 X i05 cellules de chaque population (cellules
GFP positives et cellules GFP négatives) ont été remises en culture.
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2.9.3 Cycle cellulaire
Pour l’analyse du cycle cellulaire, 3-5 X cellules ont été resuspendues dans 1 ml
de 1,1% EDTA dans du PBS, auquel 3 ml d’éthanol froid a été ajouté, goutte à goutte
en vortexant, pour fixer les cellules. Les échantillons ont ensuite été placés à -20°C
jusqu’au jour du marquage (les cellules peuvent être gardées ainsi pour plusieurs
semaines). Le jour du marquage les échantillons ont été centrifugés, lavés avec 4 ml
de 1,1% EDTA dans du PBS et centrifugés de nouveau. Les culots de cellules ont été
resuspendus dans 1 ml de solution de Krishan (0,1% citrate de sodium, 0,02 mg/ml
RNase A, 0,3% NP-40 et 0,05 mg/ml iodure de propidium (PI)). L’acquisition des
données a été effectuée au FACScan (Becton Dickinson) avec le logiciel CellQuest
(BD Biosciences), puis l’analyse a été effectuée avec le logiciel ModFit (Verity
Software House).
2.10 Traitement à la clasto-lactacystine -lactone
L’inhibiteur du protéasome, la clasto-lactacystine 3-lactone (Calbiochem), a été
ajouté au milieu de culture des cellules ES à une concentration de 10tM. Après une
période d’incubation de 15 h, les cellules ont été récoltées et analysées tel que décrit à
la section 2.9.1.
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Tableau III : Liste des amorces utilisées
Nom donné Séquence Caractéristiquesà l’amorce
5’-TTGAATTCGCCACCATGTTCCGGA Site EcoR I,MLFF5’ TGC1G-3’ séquence Kozak




5’ -GGCGAAGATTCCTTAACTCATGCMLf1-Ex3.1 Délétion de Ex3AGATGTCAACCC-3’
5’ -GGGTTGACATCTGCATGAGTTAAMLF1-Ex3.2 Délétion de Ex3GGAATCTTCGCC-3’
5’ -CCATGTTCCGGATGAAGGTTCCA
MLF1-NLS.1 CAGAAAAAAGTAAAACTGAGCA Insertion duNLS
GCAGC-3’
5’ -GCTGCTGCTCAGTTTTACTTTTTT
MLF1-NLS.2 CTGTGGAACCTTCATCCGGAACA Insertion duNLS
TGG-3’
Abolition de codon5 ‘-GGATCACCTGTGAAAATCACCAT
mutaMR26.1 d’arrêt, Mlft en cadreGGTGAGCAAGGGCGAGG-3’
avec EGFP
Abolition de codon5’ -CCTCGCCCTTGCTCACCATGGTG




3.1 Établissement d’un modèle cellulaire fonctionnel
Afin de mieux étudier Mifi murin, nous avons d’abord voulu établir un modèle
cellulaire surexprimant Mlfl. Nous avons en premier lieu choisi d’établir notre
modèle cellulaire dans des cellules Ri-ES pour les raisons énumérées en
introduction; c’ est-à-dire qu’ elles peuvent récapituler partiellement l’hématopoïèse et
qu’elles peuvent se différencier en différentes lignées cellulaires.
3.1.1 Transfection stable de cellules Ri-ES avec pEGFPN1[Mlfl
Le vecteur d’expression pEGFPNY/M1ft4 (figure 5A) a été obtenu suite au clonage de
Mifi placé sous le contrôle du promoteur CMV dans le vecteur pEGFP-N1 (BD
Biosciences Clontech). L’ADN complémentaire (ADNc) a été obtenu en effectuant
une réaction de transcription inverse (RT) sur un extrait d’ARN de coeur de souris
suivie d’une réaction d’amplification en chaîne par polymérase (PCR, donc RT-PCR)
avec des amorces spécifiques pour Mlft. Le coeur a été utilisé parce que l’étude de
Hitzler et al. (1999) révélait une forte expression de Mlfl dans ce tissu. Dans le
fragment obtenu suite à la RT-PCR, le codon d’arrêt de Mlft a été conservé. Par
conséquent, le clonage de l’ADNc de Mifi dans pEGFP-N1 empêchait la traduction
du gène EGfP (« enhanced green fluorescent protein ») contenu dans le vecteur.
Ensuite, nous avons procédé à la transfection stable de pEGfPN1/Mlfl dans des
cellules Ri-ES. Suite à deux transfections par électroporation distinctes, nous avons
isolé respectivement 30 et 20 clones ES/Mlfl après sélection à la généticine (G418,
Gibco). Puis, lors de l’expansion des clones, nos observations nous ont permis de
séparer les clones en deux types: les clones perdus par apoptose et les clones ayant
une croissance normale. Suite aux deux transfections nous avons perdu 6 clones sur
30 et 5 clones sur 20. Ces clones ont montré une apoptose plus ou moins rapide,
c’est-à-dire que nous avons perdu ces clones, respectivement, vers les joursi O à 12 et
vers le jours 22 post-électroporation. La mort des clones par apoptose a été
confirmée par une coloration Wright-Geimsa des cellules (données non montrées).





Figure 5 Vecteurs d’expression contenant Mlft ou Bcl-XL. A) Vecteur
pEGFPN1/Mlft. B) Vecteur pEGFPN1/Mlfl-GFP. C) Vecteur pcDNA3. 1B/Mlfl-
V5-His. D) Vecteur pCEP4/Bcl-XL.
Pour ce qui est des clones qui avaient une croissance normale, nous avons effectué un
transfert de type northem avec une sonde radioactive spécifique pour Mifi (figure 6).
Nous observons que l’expression de Mlft pour trois clones ES/Mlfl (figure 6, puits
4, 5 et 6) est environ équivalente à l’expression endogène dans les cellules Ri-ES
(figure 6, puit 3). Ces résultats suggèrent que les clones non apoptotiques ne
surexpriment pas Mlft de façon significative. Considérant ces observations, nous
avons émis l’hypothèse que la surexpression de Mlft dans les cellules ES induit une
apoptose de façon plus ou moins rapide. Toutefois, cette hypothèse n’a pu être















Figure 6: Expression de Mlft dans les clones ESIMIft non apoptotiques. Transfert
de type northem avec une sonde radioactive spécifique à Mifi. 1) Contrôle positif,
7ig d’ARI’.T de coeur de souris. 2) Contrôle négatif, 1 O.ig d’ARN de rate de souris.
3) 3O.tg d’ARN de cellules Ri-ES. 4 à 6) 3Oig d’ARN de trois différents clones
ES/Mlft. 7) Contrôle positif, 1 tg d’ARN de coeur de souris. 8) Contrôle positif 3 tg
d’ARN de coeur de souris.
3.1.2 Clonage moléculaire de Mifi
Afin de vérifier l’hypothèse émise ci-dessus, nous avons voulu cloner Mlft dans un
système inductible. Mlft ainsi cloné dans un vecteur inductible nous permettrait
d’établir une lignée de cellules Ri-ES possédant le transgène Mifi et par la suite de
contrôler le moment d’activation de Mlft. Pour ce faire, nous sommes passés par
différentes étapes de clonage moléculaire précédant le clonage de Mlft dans le
vecteur inductible. Premièrement, nous avons effectué une PCR avec l’enzyme pfu
(Promega), qui offre une meilleure efficacité de polymérisation que la Taq ADN
polymérase. Les amorces utilisées, spécifiques pour Mlfl, nous ont permis de
modifier l’ADNc de Mifi en ajoutant des sites de restriction EcoR I en 5’ et en 3’,
une séquence Kozak (Kozak, 1987) en amont de J’ATG et en enlevant le codon
d’arrêt de Mifi. Deuxièmement, le fragment obtenu suite au PCR a été cloné dans le
vecteur pBluescript (Stratagene). Ce clonage nous a permis de confirmer, suite à un
séquençage, que l’ADNc de Mlfi ne comportait aucune erreur. Troisièmement, le
fragment d’ADNc de MÏft a été sous-cloné dans le vecteur d’expression
pcDNA3.1B/V5-His (Invitrogen). Ce clonage avait pour but d’obtenir un épitope
(V5) nous permettant de détecter Mifi par immunofluorescence ou par transfert de
type western. La construction pcDNA3.1BIM1fl-V5-His (figure 5C) a ainsi été
obtenue. Finalement, le clonage de MÏfl-V5-His dans le vecteur inductible TetO-SB
j(BD Biosciences Clontech) a été tenté. Toutefois, pour une raison inconnue, ce
clonage n’a jamais réussi. N’ayant pu obtenir le vecteur inductible contenant Mlii,
nous avons essayé deux stratégies différentes afin d’obtenir un modèle cellulaire
fonctionnel de surexpression de Mifi à partir du vecteur pcDNA3.1 B/Mlfl -V5-His.
En premier lieu, nous avons tenté d’établir le modèle cellulaire dans des cellules
COS-7 avec le vecteur pcDNA3.1B/Mlfl-V5-His (section 3.1.3). En deuxième lieu,
nous avons essayé d’établir le modèle cellulaire dans les cellules Ri-ES en
surexprimant Mifi avec le même vecteur et en surexprimant une protéine anti
apoptotique, soit Bcl-XL (humain) (Gross et al., 1999) (section 3.1.4). En
surexprimant Bcl-XL nous pensions pouvoir empêcher l’apoptose possiblement
induite par Mlii. Nous avons émis l’hypothèse qu’une surexpression de Mifi
requerrait un grand nombre de protéine 14-3-3 afin de séquestrer dans le cytoplasme
ce surplus de Mifi. L’augmentation de Mlft dans la cellule déplacerait la liaison de
BAD aux protéines 14-3-3 (voir figure 43, voie endogène). BAD serait donc libéré
conduisant à l’activation de l’apoptose.
3.1.2.1 Mutagenêse sur pcDNA3. lBfMIfl-V5-His
Parallèlement à l’établissement du modèle cellulaire, l’étude de la séquence par
enzymes de restriction et séquençage de l’ADNc de Mifi, obtenu de l’ARN de coeur
d’une souris, nous a révélé la présence d’un exon supplémentaire (figure 2). Cet exon
additionnel est situé entre l’exon 2 et l’exon 3 de Mifi. La présence de cet exon
supplémentaire, que nous avons nommé exon 3 (Ex3), doit très certainement être
due à un épissage alternatif. Un épissage alternatif de MLf 1 humain a déjà été
rapporté (Yoneda-Kato et al., 1996). Cet épissage alternatif conduit à la formation de
quatre transcrits différents de MLF1. Pour ce dernier, l’épissage alternatif se produit
entre l’exon 1 et l’exon 2 et il y a possibilité d’avoir un ou deux exons
supplémentaires à cet endroit. Toutefois, selon les auteurs, seul le transcrit le plus
court, c’est-à-dire sans exon supplémentaire, est capable de donner une protéine
fonctionnelle, puisque chacun des deux exons supplémentaires a pour effet
d’introduire un codon d’arrêt au tout début de l’ARN messager. En ce qui nous
concerne, il semble que Mifi possédant l’exon 3 est capable de produire une
protéine fonctionnelle (voir figures 7, 14 et 16). De plus, les deux formes de Mlii,
jforme courte (fc) et longue (fi), sont répertoriées dans la base de données «Gene
Barilc» (PubMed), mais c’est la forme courte qui est rapportée lors d’étude sur Mlfl
murin (Hitzler et aï., 1999; Williams et al., 1999). La forme longue de Mifi murin a
été rapportée dans le cadre d’une étude sur plus de 15 000 ADNc humain et murin de
longueur totale (Strausberg et al., 2002). Nous avons donc voulu savoir s’il pouvait
exister une différence fonctionnelle entre les deux formes de Mifi. Pour ce faire
nous avons eu recours à la mutagenèse. Notre première interrogation était de savoir
si l’exon 3 supplémentaire pouvait empêcher la localisation nucléaire de Mlfl sous
forme de foci nucléaires tel qu’observé par Williams et al. (1999). Deuxièmement,
afin de s’assurer de la localisation nucléaire de Mifi nous avons ajouté un signal de
localisation nucléaire (NLS) à Mifi. Nous avons donc effectué différentes
mutagenèses sur le plasmide pcDNA3.1B/Mlft-V5-His. D’abord, nous avons enlevé
les 45 paires de bases de l’exon 3 à l’aide d’amorces spécifiques, ce qui nous a
donné la construction pcDNA3.1B/MlftAEx3-V5-His. Suite à la mutagenèse, la
construction a été vérifiée par séquençage. Le résultat du séquençage a montré que la
mutagenèse avait bien fonctionné et que nous avions maintenant le même ADNc que
celui retrouvé dans la littérature (Hitzler et al., 1999; Williams et al., 1999). Ensuite,
nous avons ajouté un NLS à Mlfl immédiatement après le codon d’initiation de
traduction (ATG). Le NLS utilisé correspond à la séquence nucléotidique du
premier NLS de la protéine NPM (figure 2). Nous avons utilisé le NLS de NPM
parce qu’il a été suggéré que ce dernier serait impliqué dans la localisation nucléaire
de NPM-MLf 1 dans les cas de MDS (Yoneda-Kato et al., 1999). Nous avons donc
obtenu la construction pcDNA3.1B/NLS-Mlfl-V5-His. Enfin, nous avons effectué la
double mutagenèse qui nous a donné la construction pcDNA3.1B/NL$-MlftAEx3-
V5-His. Une fois ces trois constructions obtenues, elles ont été transfectées de façon
transitoire dans des cellules COS-7 (figure 7). Les résultats montrent une localisation
cytoplasmique pour les protéines obtenues d’après les vecteurs produits par
mutagenèse (figure 7B, C et D) ainsi que pour celles codées par le vecteur non muté
pcDNA3.1 B/Mlft -V5-His (figure 7A). En somme, ces résultats tendent à démontrer






Figure 7 : Localisation cellulaire de Mifi et des mutants Mifi dans les cellules
COS-7. La transfection transitoire des cellules COS-7 par électroporation avec le
vecteur pcDNA3.1B/Mlfl-V5-His (A) et les vecteurs obtenus par mutagenèse
dirigée: pcDNA3.1B/MlflzEx3-V5-His (B). pcDNA3.1B/NLS-Mlfl-V5-His (C) et
pcDNA3.lB/NLS-Mlf1AEx3-V5-His (D). Dans tous les cas, nous observons une
localisation cytoplasmique de Mifi suite au marquage des cellules avec l’anticorps
contre V5 (souris anti-V5) et de l’anticorps secondaire conjugué au FITC (chèvre
anti-souris IgG-FITC) (vert). Les noyaux ont été colorés au Dapi-Dabco!VectashieÏd
(bleu). La superposition des deux marquages est également montrée.
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Mifi. Toutefois une question demeure: pourquoi n’observons-nous pas la
localisation nucléaire tel que rapporté par Williams et al. (1999) lorsque nous
utilisons la construction pcDNA3.1 B/Mlfl z\Ex3-V5-His? Ces résultats montrent
également que les constructions où un NLS a été ajouté à Mlfl ne montre pas de
localisation nucléaire.
3.1.3 Transfection de cellules COS-7 avec pcDNA3.1BIM1fl-V5-His
L’essai dans les COS-7 était basé sur le fait que Williams et al. (1999) avaient
observé une localisation cytoplasmique et sous forme de foci nucléaire de Mlfl. Leur
expérience a été effectué en utilisant des cellules COS-7 et en utilisant une
construction sensiblement identique à celle que nous avons produite. Nous avons
donc voulu répéter cette expérience, mais au lieu de transfecter de façon transitoire,
nous avons effectué une transfection stable avec pcDNA3.1B/Mlfl-V5-His pour ainsi
obtenir des clones de cellules COS-7 exprimant Mifi -V5-His. Il est à noter que les
cellules COS-7 expriment Mlfl de façon endogène, mais à un très faible niveau.
Nous avons donc obtenu différents clones CO$-7/pcDNA3.1 B/Mlfl -V5-His
(COS-7/Mlfl-V5-His) et une population mixte (mélange volontaire de quelques
clones non repiqués). Lors de la caractérisation, nous avons observé par PCR que sur
huit clones COS-7/Mlfl-V5-His isolés, seulement deux semblaient avoir incorporé
dans leur génome le transgène Mlft. La population mixte s’est également révélée
positive pour le transgène. Ensuite, l’expression de Mlfl-V5-His a été vérifiée par
RT-PCR. Sur les deux clones possédant le transgène, un seul clone ainsi que la
population mixte exprimaient le transgène Mlfl-V5-His. Puis, par
immunofluorescence nous avons observé des cellules positives pour Mlfl -V5-His
pour la population mixte seulement (données non montrées). Toutefois, le
pourcentage de cellules positives était très faible (environ 1%). Ce qui peut être dû à
la limite de détection de la technique ou bien, au fait qu’une surexpression
appréciable de MLF1 soit létale. Williams et al. (1999) ont rapporté dans leur étude
que les niveaux de Mifi endogène étaient trop faible pour être détecté par
immunofluorescence indirecte en microscopie confocale dans les cellules J2E-m2 et
Ml, et ce, même dans des cellules J2E et Ml produisant Mlfl de façon rétrovirale. Il
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est possible que le même phénomène qui s’est produit lors des transfections par
rétrovirus de Williams et aÏ. (1999) se soit répété lors de nos études dans les cellules
COS-7. Comme les résultats n’étaient pas concluants suite à la transfection stable des
COS-7, nous nous sommes tournés vers la transfection transitoire. La figure 16
montre la localisation cellulaire de Mlfl-V5-His suite à l’électroporation des cellules
COS-7 avec pcDNA3.1B/Mlfl-V5-His. Nous avons observé une localisation
cytoplasmique sous forme de foci plus ou moins gros. Nous pouvons également voir
dans certains cas une localisation péri-nucléaire. (Voir section 3.2.3 pour l’analyse
plus approfondie des résultats.)
3.1.4 Iransfection stable de cellules Ri-ES avec pcDNA3.1BIM1f1-V5-His et
pCEP4IBc1-XL
La surexpression d’une molécule anti-apoptotique, tel que Bcl-XL, est un moyen très
utilisé dans la littérature (Yoneda-Kato et al., 1999) qui permet de contrecarrer des
mécanismes menant à l’apoptose. Parmis ceux-ci, on retrouve les mécanismes
activés lors de stress cellulaire ou lors d’une exposition à des facteurs extra ou
intracellulaires. Ainsi, nous avons choisi de cosurexprimer Mlft-V5-His et Bcl-XL
dans les cellules Ri-ES, parce que précédemment nous avons observé de l’apoptose
dans nos cellules. Nous avons procédé à la transfection stable par électroporation des
plasmides pcDNA3.1B/Mlft-V5-His (figure 5C) et pCEP4/Bcl-XL (vecteur
gracieusement fournit par le Dr Richard Bertrand (Schmitt et al., 1998)) (figure 5D).
Après une sélection des cellules au G418, nous avons isolé 30 clones. La sélection au
G41$ nous permet d’identifier seulement les clones ayant incorporé dans leur génome
le plasmide pcDNA3.1B/Mlft-V5-His, puisque le plasmide pCEP4/Bcl-XL contient
le gène de résistance à l’hygromicine. Toutefois, la co-intégration des vecteurs dans
les cellules a été favorisée en électroporant les vecteurs dans un rapport de
concentration 1: 5 (pcDNA3.1B/Mlfl-V5-His : pCEP4/Bcl-XL). Lors de l’expansion
des clones ES, nous n’avons pas perdu de clone par apoptose. D’après cette
observation, nous avons d’abord caractérisé l’expression des deux transgènes par RI
PCR. Premièrement, avec des amorces spécifiques pour Mifi, nous avons déterminé
que 25 clones sur 30 exprimaient le transgène Mlfl-V5-His et deuxièmement, avec
des amorces spécifiques pour Bcl-XL, nous avons déterminé que 4 clones sur 30
A,’
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étaient positifs pour l’expression de ce transgène (données non montrées). Nous
avons donc sélectionné parmi les 30 clones les quatre qui exprimaient les deux
transgênes soit les clones ES/Mlft-V5-His/Bcl-XL et deux clones qui exprimaient
seulement le transgène Mlfl-V5-His soit les clones ES/Mlfl-V5-His.
À l’aide des clones obtenus, nous avons entrepris une étude de l’apoptose des cellules
en comparant les clones ES/Mlfl-V5-His/Bcl-XL aux clones ES/Mlfl-V5-His ainsi
qu’avec des cellules Ri-ES. Nous avons vérifié les niveaux d’apoptose des cellules
par deux différentes techniques. La première technique se base sur les propriétés
biochimiques de l’Annexine-V qui est une protéine calcium-dépendante liant les
phospholipides avec une forte affinité pour les phosphatidylsérines. L’Annexine-V
lie donc de façon rapide et sélective les phosphatidylsérines qui se retrouvent à la face
extérieure de la membrane cellulaire au tout début du processus de l’apoptose (Bio-
Source, fiche technique de l’Annexine-V). La deuxième technique utilisée pour
mesurer l’apoptose est l’essai TUNEL (terminal deoxynucleotidyltransferase dUTP
nick end labeling). Cette technique mesure les cassures simple- et double-brin se
produisant au cours du processus de l’apoptose en ajoutant par une réaction
enzymatique des dUTPs, marqués d’un fluorophore, aux sites de cassure dans l’ADN
(BD Biosciences et Roche, fiche technique de la trousse TUNEL). Les analyses des
résultats obtenus suite au marquage à l’Annexin-V et avec l’essai TUNEL n’ont pas
démontré de différence significative des niveaux de cellules apoptotiques lorsque l’on
compare les différents types cellulaires entre eux, soit les clones ES/Mlft-V5-
His/Bcl-Xc, les clones ES/Mlft-V5-His et les cellules Ri-ES (données non
montrées). Il est possible que les 6 clones choisis pour cette partie de l’étude
n’exprimaient pas suffisamment Mlii pour induire l’apoptose.
Nous avons ensuite poursuivi l’analyse des clones ES/Mlfl-V5-HislBcl-XL et
ES/Mlft-V5-His en effectuant une analyse du cycle cellulaire. Nous avons voulu
voir si Mlfl avait une influence sur le cycle cellulaire des clones ES puisque
Winteringham et al. (2004) ont démontré, tel que mentionné en introduction (section
1.3.4), un lien entre Mifi et l’inhibiteur du cycle cellulaire 27Ki1 Les profils du
cycle cellulaire des clones ES/Mlft-V5-His/Bcl-XL et ES/Mlfl-V5-His ainsi que
celui des cellules Ri-ES ont été analysés suite à une coloration de l’ADN des cellules
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à l’iodure de propidium (PI: « propidium iodide »). Toutefois, aucune différence
marquante n’a pu être révélée entre les différents clones ES et les cellules Ri -ES
(données non montrées). Enfin, un essai de différenciation des cellules ES vers la
lignée érytbroïde a été tenté. Encore un fois aucune différence n’a été remarquée
entre les clones E$/Mlfl-V5-His/Bcl-Xc, les clones ES/MÏft-V5-His et les cellules
Ri -ES, et ce, tant au niveau du nombre et de la taille des EBs qu’au niveau des
colonies obtenues en méthylcellulose.
Ces résultats suggèrent que le niveau d’expression de la protéine transgénique
Mlfl-V5-His est insuffisant dans tous les clones étudiés. En effet, bien que la
sélection au G4i$ et la RT-PCR nous indique que les cassettes d’expression sont bien
intégrées dans le génome des cellules Ri-ES, les méthodes conventionnelles de
détection protéique (transfert de type western et immunofluorescence) n’ont pas
permis de détecter la protéine Mlfl-V5-His. Le fait que nous n’obtenions que des
clones ayant une faible expression de Mlft-V5-His peut s’expliquer par l’observation
mentionnée précédemment, c’est-à-dire qu’un nombre significatif de clones ES/Mlfl
vont rapidement en apoptose. Ce phénomène serait causé par la forte surexpression
deMlft.
3.1.5 Mutagenèse pour obtenir la protéine de fusion Mlfl-GFP
Afin de pouvoir détecter Mlft directement nous avons crée la protéine de fusion
Mlft -GfP. Pour ce faire, nous avons effectué une mutagenèse sur le plasmide
pEGfPN1/Mlft (figure 5A). Comme nous l’avons dit plutôt, le gène EGfP contenu
dans le vecteur n’est pas traduit à cause du codon d’arrêt de Mlft. Pour la
mutagenèse, nous avons utilisé des amorces spécifiques qui nous ont permis
d’enlever le codon d’arrêt et de fusionner EGFP à Mlfl dans le même cadre de
lecture. Nous avons donc obtenu la construction pEGFPNi/Mlfl-GFP (figure 5B).
Le vecteur obtenu a été analysé par digestions enzymatiques et par séquençage. Les
résultats obtenus nous ont indiqués que la mutagenèse avait bien fonctionné (codon
d’arrêt enlevé, bon cadre de lecture et aucune erreur introduite dans la séquence).
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3.1.6 Transfection stable de cellules Ri-ES avec pEGFPN1JM1fl-GFP
Dans nos tentatives d’établir un modèle cellulaire fonctionnel et facilement
caractérisable, nous avons tenté cette fois-ci de transfecter de façon stable les cellules
Ri-ES avec le vecteur obtenu suite à la mutagenèse, soit pEGFPN1/Mlft-GfP. Nous
avons également transfecté, en guise de contrôle, des cellules Ri -ES avec le vecteur
pEGFP-Ni. Les transfections ont été réalisées par électroporation et suite à la
sélection des cellules au G4i$, nous avons isolé 16 clones ES/pEGfPN1/Mlfl-GfP
(ES/Mlft-GFP) et 7 clones ES/pEGFP-N1 (ES/EGFP). Tous les clones ont été
analysés en cytométrie en flux afin de déterminer leur niveau d’expression de Mifi
GfP ou EGfP. Suite à cette première analyse, nous avons sélectionné quatre clones
ES/Mlft-GfP, soit les clones #3, #i3, #15 et #16, et deux clones ES/EGFP, soit les
clones #3 et #4, pour la suite des expériences puisqu’ils exprimaient leur transgène
respectif à différents niveaux (figure 9A, jour i). Par la suite, nous avons entrepris la
caractérisation de ces clones.
Premièrement, nous avons vérifié l’expression de Mifi dans les clones par RT-PCR.
Avec des amorces internes spécifiques à Mlfl, nous avons déterminé, tel qu’attendu,
que les clones ES/Mlfl-GfP, les clones ES/EGFP et les cellules Ri-ES exprimaient
Mlft endogène (figure $A, bandes inférieures). Nous avons également déterminé que
les quatre clones E$/Mlfl-GFP (#3, #13, #15 et #16) exprimaient le transgène Mifi
(figure 8A, bandes supérieures). L’ADNc de Mlfl contenu dans le plasmide
pEGFPNi/Mlfl-GFPest celui qui possède l’exon3, c’est pourquoi nous observons
une bande de taille légèrement supérieure pour Mlfl transgénique.
Deuxièmement, nous avons caractérisé les clones par transfert de type western. À la
figure $3, nous pouvons voir que les clones ES/EGFP #3 et #4 expriment la protéine
EGfP (26.9 kDa) fortement. Nous pouvons également voir que les clones
ES/Mlfl-GFP #3, #13, #15 et #16 expriment la protéine de fusion Mlfl-GfP (62.5
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Figure 8: Caractérisation des clones ES/Mlft-GfP et ES/EGFP. A) ARN de cellules
Ri-ES, de clones ES/Mlfl-GFP et ES/EGFP soumis à une RT-PCR avec une seule
paire d’amorces amplifiant à la fois Mlfl endogène et transgénique. B) Extrait total
de protéines de cellules Ri-ES, de clones ES/Mlft-GFP et ES/EGFP soumis à un
transfert de type western avec l’anticorps de souris anti-GfP, suivi de l’anticorps de
chèvre anti-souris IgG HRP et révélé avec le système ECLplus. Pst I: marqueur de
poids moléculaire; ctrl
- : contrôle négatif (eau de DNaseI, de RT et de PCR); P.M.
marqueur de poids moléculaire protéique conjugué à la peroxydase.
Finalement, nous avons suivi en cytométrie en flux les clones E$/Mlft-GFP et
ES/EGFP sur une période de 55 jours (figure 9A). Ces résultats suggèrent que
l’expression des transgènes EGFP et Mlfl-GFP est relativement stable dans le temps.
Les cellules Ri-ES ne sont pas montrées sur le graphique pour des raisons de clarté,
mais notons qu’elles n’ont montré aucune cellule GFP positive tout au long de
l’expérience. La figure 9B montre un exemple d’une analyse en cytométrie en flux,
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soit le jour 22 du graphique en 9A. Nous observons que les clones E$/Mlfl -GFP ont
une faible expression du transgène Mlfl-GFP (#3 12,8%, #13 = 11,1%,
#15 = 0,03% et #16 = 7,2%) comparativement aux clones E$/EGFP (#3 = 66,2% et
#4 = 87,6%). Nous avons observé également que l’intensité de fluorescence est
beaucoup plus faible pour les clones ES/Mlfl -GfP par rapport aux clones contrôles;
ceci se compare avec l’échelle logarithmique des diagrammes de cytométrie en flux.
Nous avons donc une intensité de fluorescence de l’ordre de 101 pour les clones
ES/Mlfl -GfP et une intensité autour de 102 pour ES/EGFP #3 et autour de 1 û pour
ES/EGfP #4.
Dans l’ensemble, les résultats obtenus pour les expériences avec Mlfl-GfP (et
EGfP) sont cohérents. D’abord, en comparant le transfert de type western (figure
$B) et l’analyse en cytométrie en flux (figure 9A-B) nous voyons dans les deux
expériences une accumulation plus importante de protéines EGFP pour le clone
ES/EGfP #4 que pour le #3. Pour ce qui est des clones ES/Mlfl -GFP, la détection
faible de la protéine de fusion Mlft-GfP en western est confirmée par l’analyse de
cytométrie en flux. Enfin, en considérant Mifi endogène comme contrôle interne de
la RT-PCR (figure 8A), nous observons que les ratios Mlfl transgénique par rapport à
l’endogène des clones ES/Mlft-GFP #3, #13, #15 et #16 varient. Nous pouvons
classer les ratios transgénique/endogène obtenus par RT-PCR en ordre décroissant
comme suit: clones ES/Mlfl-GfP #3 > #13 > #16 > #15. Cet ordre de classement
s’avère être le même si nous regardons le pourcentage moyen de détection de la
protéine Mlft -GfP obtenu lors de l’analyse de cytométrie en flux (figure 9A).
Suite à ces derniers résultats, nous pouvons affirmer que nous avons établi un modèle
cellulaire fonctionnel. En effet, les clones ES exprimant Mlfl-GfP sont viables et
nous pouvons détecter directement, par cytométrie en flux, et indirectement, par









Figure 9: Analyse en cytométrie en flux des clones ES/Mlfl-GFP et ES/EGFP.
A) Les cellules des différents clones ont été récoltées et resuspendues dans du PBS
pour ensuite être analysées en cytornétrie en flux afin de connaître leur pourcentage






























































période de 55 jours. B) Exemple représentatif d’une analyse en cytométrie en flux
correspondant au jour 22 du graphique présenté en A. Les régions (R2) ont été
dessinées par rapport au contrôle de cellules Ri-ES. Rouge: cellules GFP négatives;
vert : cellules GfP positives.
3.2 Étude et caractérisation des mécanismes moléculaires dans lesquels Mifi est
impliqué
À l’aide du modèle cellulaire décrit précédemment (section 3.1.6), nous avons
entrepris d’étudier et de caractériser les mécanismes moléculaires dans lesquels Mifi
pourrait être impliqué.
3.2.1 Tri cellulaire sur le clone ESIM1II-GFP #3
Tout d’abord, comme les clones ES/Mlfl-GfP n’exprimaient pas Mlfl-GFP à de
forts niveaux, nous avons effectué un tri cellulaire sur un des clones afin d’en isoler
les cellules GFP positives. Suite au tri cellulaire, les cellules GfP positives ainsi que
les GfP négatives ont été remises en culture. Le tri cellulaire a été répété à deux
reprises sur le clone ES/Mlft-GFP #3; ce clone a été choisi parce qu’il est un des
clones ES/Mlft-GfP possédant le nombre le plus élevé de cellules GfP positives
(figure 9A). Suite aux deux tris cellulaires, nous avons augmenté le nombre de
cellules GFP positives dans le clone ES/Mlfl-GFP #3 à 57,1%, dans un premier
temps, et à 44,0%, dans un deuxième temps. Puis, les variations de l’expression de la
protéine Mlft -GfP (nombre de cellules GfP positives) ont été suivies au cours du
temps (figure 10). Puisque l’expression des transgènes est plutôt stable dans le temps
(voir figure 9A), nous nous attendions à un résultat semblable dans cette expérience,
c’est-à-dire que les pourcentages de cellules positives obtenus suite au tri cellulaire
demeurent constants. Ce que nous avons plutôt observé est que les pourcentages de
cellules GFP positives (figure 10, •) tendaient à retourner rapidement à un niveau
similaire à celui que nous avions avant le tri, soit environ 10%. Le même phénomène
c’est produit pour ce qui est des cellules GfP négatives (figure 10, À); elles sont
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Figure 10: Tris cellulaires sur le clone ES/Mlft-GFP #3 et les variations du nombre
de cellules GfP positives au cours du temps. Les cellules du clone ES/Mlft-GFP #3
ont été triées à deux reprises afin d’en isoler les cellules GFP positives et négatives.
Suite aux tris, les cellules ont été remises en culture puis, elles ont été analysées en
cytométrie en flux de façon routinière, tous les 2 à 3 jours, afin de vérifier le
pourcentage de cellules GFP positives.
3.2.2 Analyse du cycle cellulaire des clones ESIEGFP
Par la suite, nous avons vérifié l’influence de l’expression de Mlft sur le cycle
cellulaire des cellules ES. Nous avons donc analysé, par un marquage au PI, le cycle
cellulaire des cellules du clone ES/Mlfl -GFP #3 avant et après le tri cellulaire et nous
avons également analysé des cellules Ri-ES comme contrôle. À la figure 1 lA et B
sont présentés les résultats obtenus; la partie B est en fait la représentation graphique
des valeurs obtenues pour chaque phase du cycle cellulaire en A (l’intégration des





















































































































l’éthanol puis, marquées au PI. L’acquisition des données a été effectuée en
cytométrie en flux et l’analyse des données a été faite à l’aide du programme
« Modfit» qui donne le profil du cycle ainsi que la proportion de cellules dans
chaque phase sous forme de l’aire sous la courbe. B) Représentation sous forme
d’histogramme des valeurs de chacune des phases du cycle cellulaire obtenues en A
pour les différentes populations de cellules. Rouge : nombre de cellules en phase Gi;
quadrillé rouge: nombre de cellules en phase G2-M; lignée bleue: nombre de
cellules en phase S; NID : données non disponibles.
variation dans les profils de cycle cellulaire du clone ESIMYfI-GfP #3 d’après deux
différents tris. Lorsque nous comparons les profils de cycle des cellules
ES/Mlft-GfP #3 (+) après le tri cellulaire (figure liA, tri #1 et #2) par rapport au
profil des cellules ESIM1fl-GfP #3 avant le tri cellulaire (figure 1 lA, tri #i) ainsi
que par rapport aux profils des cellules Ri-ES (figure liA, tri #i et #2), nous
observons une certaine augmentation de nombre de cellules en G2-M. À la figure
1 lB, nous observons de façon plus précise que le ratio G1/G2-M varie dans les
différentes populations de cellules. Pour les cellules Ri-ES (figure 1 lB, tri #1 et #2)
ainsi que pour les cellules E$IMlft-GFP #3 (figure 113, tri #1), nous observons que
le ratio entre Gi et G2-M est d’environ 1. Par contre, pour les cellules ES/Mlft-GFP
#3 (+) (figure 1 lB, tri #1 et #2) nous observons pratiquement deux fois plus de
cellules en G2-M que de cellules en Gi. Toutefois, en soumettant les cellules
ES/Mlfl-GfP #3 (-) (figure liA et B, tri #1 et #2) aux mêmes comparaisons, nous
observons un pourcentage de cellules en G2-M inférieur au pourcentage de cellules
en G 1. Donc lorsque nous séparons le clone ES/Mlft -GfP #3 en deux populations
(cellules GFP+ et GfP-), nous observons une variation du pourcentage de cellules
dans chaque phase du cycle, ce qui nous porte à croire que Mifi pourrait être régulé
au niveau de la traduction de façon cycle cellulaire spécifique ce qui résulterait en
l’accumulation de la protéine Mlfl-GFP en G2-M.
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3.2.3 Localisation cellulaire de Mifi
Tel qu’abordé précédemment, nous avons observé une localisation cytoplasmique de
Mifi. Nous avons donc entrepris de mieux caractériser cette localisation. Pour ce
faire, nous avons analysé deux aspects différents, soit l’influence de l’étiquette
fusionnée à Mlft et les types cellulaires utilisés.
Premièrement, nous avons voulu savoir si les deux différentes étiquettes utilisées
pour détecter Mlfi, soit V5 et EGfP, pouvaient avoir une influence sur la localisation
cellulaire observée. En effet, l’ajout d’un épitope ou la formation d’une protéine
fusion peut influencer le bon repliement d’une protéine de fusion et ainsi modifier sa
fonctionnalité et sa localisation dans la cellule (Wang et Chong, 2003). Nous avons
donc transfecté de façon transitoire (fuGene6, Roche) des cellules Ri -ES séparément
avec le vecteur pEGFPN1/Mlfi-GfP (figure 12) et avec pcDNA3.1B/Mlfl-V5-His
(figure 14). Nous avons observé, pour les deux vecteurs, une localisation cellulaire
similaire dans les cellules ES, c’est-à-dire que Mlfl se retrouve au cytoplasme sous
forme de foci plus ou moins gros. Cette localisation semble être spécifique à Mlfl,
puisqu’en comparant la localisation de Mlft-GfP (figure 12) par rapport au contrôle
de cellules Ri-ES transfectées transitoirement avec pEGfP-N1 (figure 13), nous
observons des localisations très différentes des deux protéines. Dans le cas des
cellules R1-ES/pEGfP-N1, nous observons une localisation de EGfP tant
cytoplasmique que nucléaire (figure 13), alors que les cellules Ri
ES/pEGfPN1IM1fl-GFP ne semble pas montrer de localisation nucléaire (figure 12).
À la figure 14, nous voyons également que la détection est spécifique à Mlfl-V5-His
puisque le contrôle de cellules Ri-ES (rangée du haut) ne révèle aucune cellule V5
positive. En somme, le patron de localisation de Mlft-GfP est très semblable à celui
de Mlfl-V5-His. Deuxièmement, nous avons voulu savoir si le type cellulaire utilisé
pouvait avoir un effet sur la localisation. Nous avons donc vérifié la localisation de
Mlft suite à la transfection transitoire de cellules COS-7 avec le contrôle pEGFP-NI
et pEGfPN 1 /Mlfl -GfP (figure 1 5A et B respectivement) et avec pcDNA3 .1 B/Mlft -
V5-His (figure 16). Encore une fois nous avons obtenu la même localisation












Figure 12 Localisation cellulaire de Mlf]-GFP dans les cellules Ri-ES. (Légende
voir page 58)
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Figure 14 : Localisation cellulaire de Mlfl-V5-His dans les cellules Ri-ES.
(Légende voir page 58)
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B
figure 15 Localisation cellulaire de EGfP et Mifi -GfP dans les cellules COS-7.
Transfection transitoire par électroporation de cellules COS-7 avec les vecteurs
pEGfP-N1 (A) et pEGFPN1/Mlft-GfP (B). (Légende voir page 58)
A
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Figure 12 (page 54): Localisation cellulaire de Mlfl-GfP dans les cellules Ri-ES.
Les cellules ont été cultivées directement sur lame et la transfection transitoire des
cellules Ri-ES avec le vecteur pEGfPNY/Mlfl-GFP a été effectuée avec le FuGene6
(Roche). La localisation cytoplasmique de Mlft-GFP (vert) est montrée pour
différentes cellules. Les lames ont été visualisées directement suite à une coloration
des noyaux au Dapi-Dabco/Vectashield (bleu). La déconvolution avec le programme
«OpenLab» a été effectuée dans deux cas, tel qu’indiqué. La superposition des deux
fluorescences est également montrée.
figure 13 (page 55): Localisation cellulaire de EGfP dans les cellules Ri-ES. Les
cellules ont été cultivées directement sur lame. Les localisations cytoplasmique et
nucléaire de EGFP (vert) sont montrées suite à la transfection transitoire (fuGene6,
Roche) des cellules Ri-ES avec le vecteur pEGfP-N1, suivie d’une coloration des
noyaux au Dapi-DabcoNectashield (bleu). La déconvolution ainsi que la
superposition des deux fluorescences sont également montrées.
figure 14 (page 56) : Localisation cellulaire de Mlft-V5-His dans les cellules Ri-ES.
Transfection transitoire (fuGene6, Roche) avec le vecteur pcDNA3 . i B/Mlfi -V5-His
de cellules Ri -ES, cultivées directement sur lame. Nous observons une localisation
cytoplasmique de Mifi suite au marquage des cellules avec l’anticorps contre V5
(souris anti-V5) et de 1’ anticorps secondaire conjugué au fliC (chèvre anti-souris
IgG-fITC) (vert). Les noyaux ont été colorés au Dapi-DabcoNectashield (bleu). La
superposition des deux fluorescences est également montrée. La rangée du haut
correspond au contrôle de cellules Ri-ES non transfectées.
figure 15 (page 57): Localisation cellulaire de EGfP et Mlft-GfP dans les cellules
COS-7. Transfection transitoire par électroporation de cellules COS-7 avec les
vecteurs pEGfP-Ni (A) et pEGFPN1IM1ft-GFP (B). Les lames ont été observées
directement suite à une coloration des noyaux au Dapi-DabcoNectashield (bleu).
Nous observons une localisation cytoplasmique et nucléaire pour EGFP (vert) (A) et
une localisation cytoplasmique pour Mlft-GfP (vert) (B) dans les cellules CO$-7.
La superposition des deux fluorescences est également montrée.
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Figure 16 Localisation cellulaire de Mlft-V5-His dans les cellules CO$-7.
Transfection transitoire par électroporation avec le vecteur pcDNA3.1B/Mlfl-V5-His
de cellules COS-7 cultivées directement sur lame. Nous observons une localisation
cytoplasmique de Mlft suite au marquage des cellules avec l’anticorps contre V5
(souris anti-V5) et de l’anticorps secondaire conjugué au FITC (chèvre anti-souris
IgG-FITC) (vert). Les noyaux ont été colorés au Dapi-Dabco/Vectashield (bleu). La
déconvolution et la superposition des deux fluorescences sont également montrées.
La rangée du haut correspond au contrôle de cellules COS-7 non transfectées.
Souris anti-V5




figure 17: Localisation cellulaire de Mlft-GfP dans le clone E$/Mlfl-GfP #13.
A) Cellules Ri -ES non transfectées. B) La localisation cytoplasmique de Mlfl -GFP
(vert) dans le clone ES/Mlft-GfP #13 n’est pas observée pour toutes les cellules.
Les cellules ont été cultivées sur lame puis, les lames ont été observées directement
suite à une coloration des noyaux au Dapi-Dabco/Vectashield (bleu). La
superposition des deux fluorescences est également montrée.
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Dans certaines figures, il est possible d’envisager qu’il y ait localisation nucléaire de
Mlfl (figure 12, lete rangée; figure 14, 3e rangée et figure 16, 2e rangée). Toutefois,
ces points sont, en fait, des foci cytoplasmiques se trouvant à un autre point focal.
Les déconvolutions des figures 12, 14 et 16 montrent bien qu’il n’y a pas de
localisation nucléaire.
Nous avons également vérifié la localisation cellulaire de Mlfi -GFP dans les clones
ES/Mlfl-GfP. La localisation obtenue est présentée à la figue 17B pour le clone
ES/Mlft-GFP #13, à titre d’exemple. Nous avons observé une localisation
cytoplasmique avec une accumulation péri-nucléaire (foci). Aux panneaux de la
dernière rangée de la figure 17B, nous observons un point semblant être dans le
noyau, mais il est en fait dans le cytoplasme sous le noyau; encore là par
déconvolution il semble que le centre de ce point soit plutôt en périphérie du noyau
(données non montrées). Tel qu’attendu, tout comme dans nos résultats de
cytométrie en flux (figure 2), nous avons observé que l’intensité de fluorescence ainsi
que le pourcentage de cellules positives était faible dans le clone ES/Mlft-GFP #13
comparativement aux transfections transitoires.
En résumé, ces résultats suggèrent que Mlft se localise au niveau du cytoplasme sous
forme de foci. Par contre, la localisation nucléaire n’a pu être démontrée. Ces
résultats montrent également que le type cellulaire (Ri-ES ou COS-7) ainsi que
l’étiquette que porte la protéine (V5 ou la protéine EGFP), ne semblent pas influencer
la localisation de Mlfi.
3.2.4 Traitement des clones ES/MIfl-GFP avec un inhibiteur du protéasome
La localisation cellulaire de Mlfl sous forme de foci semble correspondre à une
localisation caractéristique du protéasome (Holmberg et al., 2004). Afin de vérifier
cette hypothèse, nous avons analysé en cytométrie en flux des clones ES/EGfP et
ES/Mlft -GFP suite au traitement avec la clasto-lactacystine 13-lactone (Calbiochem),
un inhibiteur du protéasome. Le protéasome est un complexe multi-enzymatique qui
est inhibé par la clasto-lactacystine f3-lactone au niveau de sa composante 20S,
laquelle contient plusieurs activités peptidases (Calbiochem, fiche technique de la
clasto-lactacystine f3-lactone). Le protéasome joue un rôle important dans différents
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mécanismes cellulaires. Il est notamment impliqué dans la régulation du cycle
cellulaire au niveau des différents points de contrôle, entre autre au point de contrôle
G2-M, en intervenant sur les niveaux des complexes CDKlcycline (Dou et al., 2003).
La figure 18 montre les résultats obtenus après l’analyse en cytométrie en flux des
cellules Ri-ES, des clones ES/EGfP #3 et #4 et des clones ES/Mlft-GfP #3 et #13
mis en présence (bandes grises) ou en absence (bande noires) de l’inhibiteur du
protéasome. Nous avons observé, tel qu’attendu, aucune cellule GFP positive pour
les cellules Ri-ES. Nous avons également observé que les clones ES/Mlfl-GfP #3 et
#i 3 avaient respectivement une augmentation de 2,6 fois et 3,8 fois de leur nombre
de cellules GfP positives par rapport à des niveaux plutôt constant pour les contrôles
ES/EGfP #3 et #4. Ces résultats nous portent à croire que Mlii semble être
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Figure 1$ : Traitement avec la clasto-lactacystine 13-lactone des clones ES/EGFP et
ES/Mhfl-GfP. Le graphique représente le nombre de cellules GFP positives obtenue
par analyse en cytométrie en flux des cellules non traitées et des cellules traitées avec
l’inhibiteur du protéasome (clasto-lactacystine f3-lactone) pendant 15 heures.
4. Discussion
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Les oncoprotéines MLf 1 et NPM-MLf 1 sont impliquées dans certain cas de MD$ et
d’AML. Bien que certaines avancées aient été faites au niveau de la compréhension
des modes de fonctionnement de Mlft/MLF1, il demeure important d’en savoir plus
sur les mécanismes d’action de ces oncoprotéines.
4.1 L’établissement d’un modèle cellulaire
Afin de mieux caractériser Mifi, il nous semblait important d’obtenir un modèle
cellulaire comportant certaines caractéristiques, dont la flexibilité du type cellulaire et
la facilité de détection de la protéine surexprimée. Un modèle cellulaire flexible
permet d’analyser différents aspects tels que la prolifération, la différenciation et les
voies de signalisation intracellulaire. Cependant, les travaux présentés dans ce
mémoire démontrent bien que l’obtention d’un système cellulaire surexprimant Mifi
n’est pas facile.
En effet, notre tentative d’établir notre modèle dans des cellules COS-7 n’a pas été
fructueuse. Nous avons choisi ce type cellulaire parce que Williams et al. (1999) ont
démontré dans ces cellules une localisation cytoplasmique et nucléaire de Mifi. De
plus, l’utilisation de cellules immortalisées nous semblait être un avantage pour la
caractérisation de Mifi. Nous avons donc obtenu par transfection plusieurs clones
COS-7/Mlfl-V5-His. Par contre, parmi tous les clones isolés, seulement deux se sont
avérés positifs pour le transgène Mlfl -V5-His et aucune expression de la protéine
transgénique n’a pu être détectée. Il est possible qu’une sélection négative s’effectue
avant même le repiquage des clones, c’est-à-dire que les cellules qui expriment
fortement Mifi meurent par apoptose pendant les premiers jours de sélection au
G4 1$.
L’obtention du modèle cellulaire a également été tentée dans les cellules Ri-ES en
utilisant différentes constructions contenant Mlft. Les cellules Ri -ES sont un bon
exemple d’un modèle cellulaire flexible. Lors de la transfection des cellules Ri-ES
avec le vecteur pEGfPNY/Mlfl, nos résultats ont montré qu’environ 20% des clones
ES/Mlfl sont morts par apoptose. La mort cellulaire des clones est survenue dans un
intervalle de 10 à 22 jours suivant l’électroporation. De plus, la mort des clones
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ES/Mlft était assez subite, c’est-à-dire que d’un jour à l’autre les cellules ES, qui sont
normalement adhérentes, se retrouvaient en suspension dans le milieu de culture. La
mort par apoptose, plutôt que par nécrose, a été confirmée par une coloration Wight
Geimsa. Pour ce qui est des clones que nous avons réussi à isoler, nous avons
observé qu’ils ne surexprimaient pas Mlfl de façon significative (figure 6).
Par la suite, la cosurexpression de Mlfl et de Bcl-XL dans les cellules Ri-ES n’a pas
permis d’obtenir un modèle cellulaire fonctionnel. Le cycle cellulaire et le niveau
d’apoptose des clones ES/Mlft-V5-His/Bcl-XL et ES/Mlft-V5-His ont été analysés.
Les analyses n’ont montré aucune différence entre les deux types de clones et les
cellules contrôles Ri-ES. Toutefois, comme le niveau d’expression de la protéine
transgénique n’a pas été déterminé, il est difficile d’interpréter ces résultats
correctement. Ceci dit, ici encore une sélection négative des clones semble s’être
opérée, ce qui porte à croire que nous avons isolé seulement des clones ayant une très
faible expression de la protéine transgénique.
Il est donc possible qu’une expression élevée de Mlii dans les cellules Ri-ES
provoque leur apoptose. De fait, des observations bien établies sur les MDS montrent
une augmentation de l’apoptose dans les cellules progénitrices hématopoïétiques lors
des premiers stades du développement d’un MDS (Greenberg, 199$). Il est donc
possible de faire un parallèle entre les cas de MDS associés avec une régulation
anormale de MLF1 et l’apoptose dans les progéniteurs hématopoïétiques. De plus,
Yoneda-Kato et al. (i 999) ont observé que NPM-MLf i est capable d’induire
l’apoptose de certains types cellulaires et que le domaine important pour l’induction
de cette apoptose se trouve sur la partie MLf i de la protéine de fusion. Toutefois, il
n’a pas été démontré clairement si c’est le domaine en N-terminal de MLF 1 qui induit
l’apoptose ou si l’apoptose n’est pas plutôt reliée à la fonction du site de liaison aux
protéines 14-3-3. Nous soulevons ce point, puisque nous avons observé que le motif
de liaison aux protéines i4-3-3 se trouve, en fait, coupé en deux i.e. détruit, dans le
mutant de délétion de NPM-MLF1 qui a permit à Yoneda-Kato et al. (1999)
d’affirmer que le domaine en N-terminal de MLF1 est important pour l’induction de
l’apoptose.
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La difficulté d’obtenir une expression stable de MLf 1 dans différents types
cellulaires a également été rapportée par Yoneda-Kato et al. (2005). Ils ont obtenu,
lors de la transfection de MLF1 dans des NIR 313, un nombre inférieur de clones par
rapport à leurs contrôles (GFP et NPM-MLF1). Ils ont déterminé qu’une expression
stable de MLF1 dépendait du statut de p53 dans les cellules transfectées. Ils
affirment que l’établissement de clones exprimant MLF 1 a échoué dans les types
cellulaires exprimant p53 de façon endogène, tels que les U2OS et les cellules
myéloïdes immatures 32D. Toutefois, une expression stable de MLf 1 a été observée
dans les cellules Mi (p53 «nuil »), les K562 (mutation de p53) et dans les 2931 (p53
inactivée) (Yoneda-Kato et al., 2005). Les NIR 313 quant à elles, contiennent
l’allèle de p53, mais elles ont le locus de ARE délété (Yoneda-Kato et al., 2005). En
ce qui nous concerne, la difficulté d’obtenir un modèle cellulaire fonctionnel doit être
étroitement reliée à cette observation, puisque nous avons utilisé deux types
cellulaires, les COS-7 et les Ri-ES, qui expriment p53 de façon endogène. Donc
l’expression de Mifi dans ces cellules Ri-ES peut provoquer une augmentation de
p53, un arrêt du cycle cellulaire et l’apoptose. Bien que les cellules CO$-7
(Gluzman, 1981) soient une lignée cellulaire transformées par «SV4O large T
antigen» (SV4OLT) ce qui a pour effet de séquestrer p53 (Pipas et Levine, 2001), il
est possible que la surexpression de Mifi provoque un arrêt du cycle cellulaire et
l’apoptose via un excès de p53 ne pouvant être contrôler par SV4OLT ou via un tout
autre mécanisme qui demeurent à être identifié.
Malgré le fait que les cellules Ri-ES expriment p53 de façon endogène, la
transfection stable de cellules Ri-ES avec le vecteur pEGFPN1/Mlft-GFP s’est enfin
avérée positive, c’est-à-dire que nous avons obtenu un modèle cellulaire fonctionnel
et facilement caractérisable. Nous avons obtenu plusieurs clones ES/Mlfl -GfP qui
démontrent une variabilité dans le pourcentage de cellules GfP positives qu’ils
contiennent (figure 9). La différence d’expression entre les différents clones
ES/Mlfl-GFP pourrait s’expliquer par le site d’intégration des transgènes dans le
génome des cellules et l’effet que peut avoir les régions d’hétérochromatine
environnantes (Milot et al., 1996). De plus, les clones E$IMlfl-GFP expriment le
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trangène faiblement (de 0,04% à 12,8%), comparativement aux clones contrôles
ES/EGfP (60,7% et 88,2%). Le fait que les clones expriment un bas niveau de Mifi
GFP pourrait expliquer que nous sommes capable de les maintenir en culture. Les
cellules Ri-ES, qui expriment Mlfl de façon endogène, ont sûrement la capacité de
supporter une certaine augmentation de la quantité de Mlft intracellulaire. Toutefois,
si l’expression de Mlfi atteint un certain niveau, il y aurait activation de p53 et
induction de l’apoptose. Afin d’améliorer notre modèle cellulaire, il serait intéressant
d’effectuer une inactivation (« knock out ») ou encore une atténuation (« knock
down ») de p53 dans nos clones ES/Mlft-GfP. L’atténuation de p53, à l’aide du
système de lentivims exprimant un ARN interférence (Tiscornia et al., 2004; Ventura
et al., 2004), pourrait conduire à l’obtention d’un modèle dans lequel il y aurait un
haut niveau d’expression de Mifi.
En plus de la faible expression de la protéine de fusion, l’intensité de fluorescence
des cellules GfP positives est également faible (figure 9B). Il a été démontré que la
formation du chromophore de la GfP était le résultat de la cyclisation de ses acides
aminés 65 à 67 (Yang et al., 1996). Sans une structure correctement repliée, la GFP
ne peut former le chromophore essentiel à sa fluorescence (Reid et Flynn, 1997). Il
est donc possible que la structure tertiaire de la protéine de fusion Mlfi-GfP nuise à
la formation du chromophore, causant ainsi une diminution de la fluorescence.
Toutefois, il est plus probable que la faible intensité de fluorescence observée dans
les clones ES/Mlft -GFP soit due à une dégradation rapide, via le protéasome, de la
protéine de fusion. Ce qui résulterait en une faible quantité intracellulaire de protéine
Mlfl-GFP tel que démontré par le transfert de type western (figure 8B).
4.2 Mifi localise dans le cytoplasme des cellules ES et COS-7
Les résultats des transfections transitoires démontrent que Mifi localise dans le
cytoplasme des cellules Ri-ES et des cellules COS-7, et ce, indifféremment de
l’étiquette fusionnée à Mlfl. De plus, la position de l’étiquette ne semble pas
influencer sur la localisation de Mlfl, puisque la position de la protéine EGfP en 3’
de Mlfl (notre étude) par rapport à la position en 5’ (Yoneda-Kato et al., 2005)
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semble donner la même localisation cellulaire. La localisation cytoplasmique avec
une certaine accumulation péri-nucléaire a également été rapportée par d’autre groupe
(Lim et al., 2002; Williams et al., 1999; Yoneda-Kato et al., 2005). La localisation
péri-nucléaire correspond également à celle des protéines Madm et C$N3 avec
lesquelles Mlfl/MLF1 colocalisent (Lim et al., 2002; Yoneda-Kato et al., 2005).
Cependant toutes ces études de localisation, incluant la notre, ont été faites à l’aide
d’une surexpression de Mlft/MLF1. Nous ne pouvons pas exclure qu’à un niveau
d’expression normale, le patron de localisation de Mifi soit exactement le même.
4.2.1 Localisation de Mlfl suite aux mutagenèses sur pcDNA3.1BIM1fl-V5-His
Au cours de notre étude, nous avons déterminé que 1’ADNc de Mifi, que nous avons
obtenu à partir de l’ARN de coeur de souris, contenait un exon supplémentaire de 45
paires de base (Ex3) par rapport à la séquence de Mlfl rapportée couramment dans
la littérature. Nous avons donc effectué une mutagenèse dirigée sur le vecteur
pcDNA3.1B/Mlft-V5-His afin d’enlever l’Ex3. Par cette mutagenèse, nous
voulions savoir si l’Ex3 pouvait influencer sur la localisation cellulaire de Mlfl. Les
résultats ne montrent pas de différence entre la localisation cellulaire de Mifi -V5-His
et MlftAEx3-V5-His (figure 7).
Comme la protéine de fusion NPM-MLF1, causé par la translocation t(3;5), localise
au noyau et qu’elle est associée à l’avènement de MDS, nous avons donc voulu
insérer un NLS à la séquence de Mifi afin de la retrouver au noyau. Une fois la
localisation nucléaire de Mlfl obtenue, nous aurions été en mesure d’étudier
différents mécanismes impliqués dans l’induction des MDS, par exemple la
régulation du cycle cellulaire et de la différentiation. L’utilisation du NLS de NPM
ne nous a toutefois pas permis d’obtenir la localisation nucléaire de NLS-Mlft-V5-
Ris (figure 7). Il est donc très probable que le NLS utilisé ne soit pas fonctionnel et
différentes hypothèses sont envisageables. Premièrement, il est possible qu’une fois
la protéine NLS-Mlft-V5-His repliée, le NL$ ne soit pas accessible au complexe
protéique et aux pores nucléaires conduisant à une translocation nucléaire
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(Gasiorowski et Dean, 2003). Une seconde possibilité, est que l’environnement en
acides aminés autour du NLS n’est pas le même dans Mlft que pour NPM. Les
régions acidiques et site potentiel de liaison d’un métal dans NPM (figure 2) sont
peut-être nécessaires pour que le NLS soit fonctionnel, tout comme l’est la
phosphorylation du CKII situé au abord du NL$ de SV4OLT (Jans et Jans, 1994).
L’utilisation d’un NLS utilisé de façon très répandu dans la littérature, tel que celui
de SV4OLT (Kalderon et al., 1984; Yoneda, 1997), pourrait nous aider à contourner
le problème de la localisation nucléaire.
4.3 Expression en G2-M et dégradation aux protéasomes de Mifi
Nous avons ensuite poursuivi la caractérisation de Mlfl en effectuant un tri cellulaire
des cellules GFP positives et négatives, sur le clone ES/Mlft-GFP #3, suivi d’une
analyse du cycle cellulaire. Les résultats du cycle cellulaire montrent que
l’accumulation de Mlft -GFP se produit de façon cycle cellulaire dépendante en phase
G2-M (figure 11). Afin de vérifier le comportement de l’expression de Mlft-GFP,
les cellules triées sont remises en culture et elles sont suivies durant une certaine
période de temps. Nous avons observé qu’après un enrichissement du nombre de
cellules GfP positives dans le clone E$/Mlfl-GfP #3 (57% et 44%), le pourcentage
de cellules GFP positives revenait environ au pourcentage observé avant le tri
cellulaire (10%) (figure 10). En sélectionnant pour les cellules GFP positives, nous
obtenons une population enrichie de cellules en phase G2-M. Par conséquent,
lorsque nous remettons les cellules en culture, elles recommencent à proliférer et
nous nous retrouvons avec des cellules dans toutes les phases du cycle (Gi, S, G2 et
M). La population de cellules en G2-M constitue alors qu’une partie de la population
totale, ce qui explique la chute du pourcentage de cellules GFP positives. Pour ce qui
est des cellules GfP négatives, le phénomène inverse a dû se produire. Suite au tri,
nous avons obtenu des cellules en phase G1 et S pour lesquelles aucune expression de
Mlft-GFP n’était détectable. Lorsque les cellules se remettent en cycle, elles passent
par la phase G2-M où nous détectons la protéine Mlfl-GFP.
Afin de confirmer l’accumulation de Mlfl-GFP en G2-M, nous avons tenté deux
approches. Premièrement, en bloquant les cellules en G2 avec la colcémide, agent
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qui inhibe la polymérisation des microtubules, nous avons voulu voir s’il y aurait une
augmentation du nombre de cellules GFP positives à l’intérieur des clones.
Deuxièmement, nous avons tenté, à l’aide d’une coloration au Hoechst, de vérifier le
pourcentage de cellules GFP positives dans chaque phase du cycle. Toutefois, les
conditions expérimentales n’ont pu être optimisées nous empêchant de déterminer de
façon plus précise si Mifi a bel et bien une expression G2-spécifique. Ces
expériences seront donc répétées et optimisées éventuellement dans le laboratoire.
Une expression de Mlft en phase G2-M suggère un rôle spécifique de Mlfl au cours
du cycle cellulaire. Il a été démontré que Mifi interagit directement avec la protéine
MLF1IP (Hanissian et al., 2004). MLf1IP possède une certaine homologie avec des
protéines de la famille des $MC (« structural maintenance of chromosomes ») et avec
la myosine (Hanissian et al., 2004). Les $MC et les myosines sont des moteurs
moléculaires couplés à une activité ATPase, qui sont impliqués dans plusieurs
processus cellulaires, par exemple le mouvement, la maintenance de l’intégrité
chromosomique, la division cellulaire et l’organisation du cytosquelette (Hirano,
2005; Speck et al., 2003; Yokomori, 2003). Hanissian et al. (2004) suggèrent une
interaction entre le complexe MLf 1 IP/MW1 et des protéines du kinétochore. Ce
complexe pourrait donc jouer un rôle au niveau de la division cellulaire, supportant
l’expression de MLFI observée en G2-M.
Le traitement des clones ES/Mlfl-GfP avec la clasto-lactacystine 3-lactone, un
inhibiteur du protéasome, démontre une relation entre Mifi et le protéasome. En
inhibant le protéasome nous observons 2,6 et 3,8 fois plus de cellules Mlfl-GfP
positives (figure 18), indiquant que Mlft serait dégradée au protéasome. Il est
possible que le mauvais repliement de la protéine de fusion, à cause des étiquettes V5
dans un cas et EGFP dans l’autre, amène une localisation au protéasome. Mais,
comme nous avons montré (section 3.2.3) qu’en utilisant deux étiquettes différentes
que Mlft localise au même endroit dans la cellule, il serait surprenant que s’en soit la
cause. Nous croyons plutôt que Mlft possède un taux de renouvellement rapide.
Suivant l’expression de MIfi de façon spécifique en phase G2-M, Mlft effectuerait
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son rôle au niveau cellulaire, puis la protéine devrait être rapidement dégradée afin
qu’elle ne soit pas présente dans les autres phases du cycle; dégradation qui se
produirait au protéasome (voir modèle figure 19). Toutefois, nous ne pouvons pas
exclure que Mlfl soit transcrit plus tôt dans le cycle, comme en phase S, et que la
traduction de son ARN messager s’effectuerait seulement en phase G2. Une autre
possibilité serait que la traduction de la protéine débuterait en phase S pour ce
poursuivre en phase G2, mais que l’accumulation de la protéine ne serait détectable
qu’en G2. Nous pouvons également penser que la surexpression de Mlfl puisse
conduire à une localisation et une dégradation au protéasome, ce qui indiquerait qu’il
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Figure 19 Modèle reliant une expression cycle cellulaire spécifique de Mlfl avec sa
dégradation au protéasome.
Le ciblage des protéines au protéasome implique l’ubiquination de celles-ci sur des
résidus lysines (Hersbko et Ciechanover, 1998). La dégradation de protéines via le
système de l’ubiquitination-protéasome joue un rôle important dans plusieurs





transcription et l’apoptose, pour ne nommer que ceux-là (Hersbko et Ciechanover,
199$). Toutefois, la dégradation au protéasome peut également s’effectuer de façon
ubiquitine indépendante (Orlowski et Wilk, 2003). Éventuellement, il serait
intéressant de vérifier, à l’aide d’un anticorps spécifique, si Mlfi est ubiquitinée en
vu de son ciblage au protéasome. Il serait également intéressant de déterminer la
demi-vie de Mifi en effectuant une immunoprécipitation de protéines marquées avec
un isoptope (« pulse-chase ») (Corish et Tyler-Smith, 1999).
4.4 M1flIMLF1 et les différents modèles cellulaires
Tentons maintenant d’intégrer les différents mécanismes d’action proposés pour
Mlft/MLf 1. D’abord, analysons le modèle des cellules érythroleucémiques J2E
exprimant Mlfl. Les cellules J2E entrent en différenciation lorsqu’elles sont mises
en présence d’EPO. Par contre, l’expression ectopique de Mlfl dans ces cellules
provoque une inhibition de la différenciation induite par l’EPO. La protéine Mifi
inhibe l’accumulation de 27KiP1 dans la cellule ce qui fait qu’il n’y a pas d’arrêt du
cycle cellulaire, arrêt nécessaire à la différenciation. Les cellules continues donc à
proliférer même lorsque stimulées par l’EPO (Winteringham et al., 2004). L’effet de
Mlft sur les cellules J2E, c’est-à-dire la prolifération, est cohérent avec les
observations faites dans les cas de MDS et AML. Ensuite, dans des fibroblastes
immortalisés NIH 3T3, il a été proposé que MLF1 provoque un arrêt du cycle
cellulaire et une accumulation des cellules en phase Gi, via une accumulation de p53
(Yoneda-Kato et al., 2005). Enfin, dans les cellules Ri -ES, nous avons observé une
expression importante de Mlfl en phase G2-M.
Il semble donc que l’influence de Mlfi/MLf 1 diffère selon le contexte. Il peut donc
influencer le cycle cellulaire par deux effecteurs soit 27KiP1 et p53. L’ influence de
Mlfi/MLF1 sur le cycle cellulaire est opposée selon la voie de régulation enclenchée.
De plus, dans les cellules Ri-ES, l’expression de Mlft en G2-M semble indiquer
qu’il jouerait un rôle au niveau de la division cellulaire. Notre modèle cellulaire de
cellules Ri-ES fait appel à des cellules multipopentes non transformées,
comparativement aux deux autres modèles qui utilisent des cellules transformées ou
immortalisées, ce qui nous semble être un avantage. Comme les cellules Ri-ES ne
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sont pas immortalisées, nous croyons que l’utilisation de ces cellules constitue un
modèle qui reproduit plus fidèlement l’effet de Mlft dans les cellules progénitrices.
Il sera donc intéressant de vérifier l’effet de Mlfl lors de la différenciation de cellules
ES/Mlft-GFP vers la lignée érythoïde et myéloïde.
4.5 Conclusion
En conclusion, nos résultats démontrent que la protéine Mlft localise dans le
cytoplasme. De plus, nous observons une expression élevée de MIfi en phase G2-M
du cycle cellulaire et la dégradation de Mifi semble s’effectuer au protéasome.
L’avancement de la connaissance sur Mlfl/MLFY pourrait conduire au
développement de thérapie afin de traiter les patients atteints de MDS et d’AML
associés à une dérégulation de MLf 1.
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Dans le cadre de l’étude de régulations génétiques, nous avons étudié dans ce présent
ouvrage le gène Mifi qui a une régulation anormale dans certaines pathologies de
l’hématopoïèse. Toutefois, l’étude de la régulation anormale des gènes lors de
l’hématopoïèse peut être effectuée de plusieurs autres façons et dans différents
modèles. Au cours de ma maîtrise, j’ai eu la chance de participer au projet du Dre
Stefania Bottardi qui porte sur l’étude des régulations épigénétiques anormales lors
de l’hématopoïèse.
La régulation épigénétique se définie comme la variation de l’expression d’un gène
par des modifications indépendantes de sa séquence nucléotidique. La modification
de la structure de la chromatine par des modifications covalentes sur les extrémités
N-terminales des histones est une des régulations épigénétiques importantes. Par
exemple, l’acétylation des histones H3 et H4 ainsi que la méthylation de la lysine 4
de l’histone H3 sont habituellement associées à une chrornatine
transcriptionnellement active (euchromatine). Par contre, la méthylation sur les
lysines 9 et 27 de l’histone H3 est généralement associée avec une chromatine
condensée (hétérochromatine) où peu de transcription de gènes est effectuée.
Le locus de la -globine est un modèle très bien caractérisé qui est grandement utilisé
pour l’étude de la régulation épigénétique. Au laboratoire, nous possédons plusieurs
lignées de souris transgéniques pour le locus de la 3-globine humaine, dont la lignée
A2B pour laquelle le site hypersensible HS2 est délété. Cette lignée montre un patron
d’expression de la f3-globine humaine soumis à l’effet de positionnement (PEV).
Cette étude avait pour but de déterminer si la régulation épigénétique anormale du
gène de la f3-globine était le résultat d’une organisation anormale de la chromatine
dans des cellules progénitrices multipotentes de la moelle osseuse. Si tel était le cas,
nous voulions savoir s’il est possible de prévenir la régulation anormale par un
traitement des cellules progénitrices avant le début de l’expression des gènes de la
globine.
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J’ai participé plus particulièrement à cette étude en effectuant une PCR quantitative
en temps réel sur des progéniteurs hématopoïétiques de la lignée z\2B mis en culture
en méthylcellulose et cultivés jusqu’au stade de BFU-E (« burst forming unit
erythroid »). Le but était de mesurer les variations dans le patron d’expression de la
3-globine humaine de différentes colonies BFU-E A2B en comparant avec le patron
d’expression des colonies BFU-E de la lignée 1n2, qui elle n’est pas soumise à un
PEV. L’analyse de l’expression de la f3-globine humaine a été faite par rapport à un
contrôle interne, soit le gène gapdh. Nous avons observé que les différentes colonies
3fU-E expriment la 3-globine humaine à plusieurs niveaux, c’est-à-dire d’une forte
expression à aucune expression. Ceci indique que les marques épigénétiques sont
déterminées avant le début de la transcription des gènes et que ces marques sont
perpétuées de façon clonale, mais qu’un certain pourcentage de réversion des
marques est permis.
Ces résultats combinés aux autres du Dre Bottardi présentés dans l’article <Onset
and inheritance of abnormal epigenetic regulation in hematopoietic celis» (Bottardi
et al., 2005) indiquent que la régulation épigénétique anormale d’un gène peut être
détectée et modifiée avant la transcription de gène tissu-spécifique.
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Abnormal epigenetic regulation of gene expression contributes significantly to a variety of human patho
logies including cancer. Deletion 0f hypersensitive site 2 (HS2) at the human -gIobïn locus control region
can lead to abnormal epigenetic regulation of globin genes in transgenic mice. Here, two HS2-deleted trans
genic mouse unes were used as model to demonstrate that heritable alteration of chromatin organization at
the human f3-globin locus in multipotent hematopoietic progenitors contributes to the abnormal expression
0f the 3-globin gene in mature erythroid cells. This alteration is characterized by specific patterns of histone
covalent modifications that are inherited during erythropoiesis and, moreover, is plastic because it can be
reverted by transient treatment with the histone deacetylase inhibitor Trichostatin A. Altogether, our resuits
indicate that aberrant epigenetic regulation can be detected and modified before tissue-specific gene tran
scription, a finding which may Iead to novel strategies for the prevention of chromatin-related pathologies.
INTRODUCTION
Gene expression in differentiated celis of higher eukaiyotes
is strongly infiuenced by chromatin organization (1). Hetero
chromatin and euchromatin, respectively, preclude and permit
gene expression. Variations in chromatin organization are fre
quently induced by ATP-dependent chromatin remodeling (2)
and histone modi1’ing complexes (3). Transcriptionally active
and transcriptionally inactive chromatin are each characterized
by particular combinations of histone covalent modifications
(4). For instance, hyperacetylated histone H3 and H4 (5), as
well as K4 di- and tri-methylated histone H3 (6—8), are generally
enriched at transcriptionally active genes, whereas histone H3
K9 (9—12) and K27 methylation (13,14) are often associated
with transcriptionally restrictive chromatin.
The expression of different developmental- and tissue
specific genes is preceded by their ‘potentiation’ in progenitor
celis. The term potentiation, also known as priming (15,16),
refers to the mechanism of opening chromatin domains in
progenitor ceils (15—20) in order to render genes accessible
to transactivators and facilitate full transcriptional activation
in definitive cells (19,21—23).
Liffle is known about potentiation of genes subjected to
abnormal epigenetic regulation. In Drosophila, the decision
leading to gene silencing can be set before transcriptional acti
vation and memorized until transcriptional initiation (24,25).
In mammals, it is flot known whether abnormal gene silencing
in differentiated celis can be infiuenced by epigenetic events
taking place in multipotent progenitor cells. However, differ
ent investigations made in mammalian systems have brought
indirect evidence suggesting that after transcriptional acti
vation, some events characterized by abnormal epigenetic
regulation are completely or partially inherited (26—29),
whereas others are not (30). Abnormal epigenetic regulation
can resuit from genomic rearrangements that relocate a gene
from euchromatin to heterochromatin, thereby causing its
complete or partial silencing. These phenomena are termed
‘position effects’. Among the different position effects, pos
ition effect variegation (PEV) is characterized by the activity
of a gene that is restricted to a subset of cells from a homo
genous population. Similar to the inactivation of tumor sup
pressor genes in cancer, the silencing associated with PEV is
randomly set and its occurrence is consistent with cell-to
cell differences in the ability of heterochromatin to invade a
particular gene locus located within euchromatic regions (31).
Transgene expression is also influenced by PEV, and the
human t (hu)-globin locus has been used to model epige
netic regulation in mammals (27,32—34). This locus consists
of five developmentally regulated genes (GA3).
High-level globin gene expression is mediated by their
direct interactions with the 3-globin locus control region
(LCR) (35—37). The hu3-globin LCR is composed of five
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DNaseI hypersensitive sites (HSl—5) and is a major determi
nant of chromatin organization at the 3-globin locus (38).
In humans (39) and in transgenic mice (27,32), human
3-globin loci with partial LCR are susceptible to position
effects. Two mouse unes with a hu3-globin locus in which
the LCR hypersensitive site 2 (HS2) is deleted (2B and
i2C) have been characterized (27). In these unes, the ‘t2
locus’ is integrated into pericentric heterochromatin, and the
hu3-like globin genes display a PEV pattem of expression;
thus, transcription of the hu3-globin gene is only observed
in a subset of aduit erythroid celis (EryC). In 2B and 2C,
PEV is associated with variations of chromatin organization
in EryC and can be influenced by modifications in the concen
tration of chromatin-associated proteins and transcription
factors (40).
We recently reported that in hematopoietic progenitor celis
(HPC), the hu3-globin locus is characterized by potent chroma-
tin organization including gene- and developmental-specific
pattems of histone covalent modifications (18). We suggested
that the hu3-like globin genes are independently potentiated
before being transcribed in EryC. Here, we verified whether
aberrant epigenetic regulation of globin gene expression
resuits from dismpted potentiation in HPC. To this end, we
studied epigenetic regulation of the huÇ3-globin gene in the
PEV une 2B or 2C and in line 2 mice (1n2), which
express the globin genes normally (41). We show that the
decision to variegate is set early duririg hematopoiesis and is
inherited, with some restrictions, until final eiythroid differen
tiation. In une with this finding, we demonstrate that important
chromatin abnormalities characterize the hu3-globin locus in
z2B and t2C HPC. Additionally, we show that transient Tri
chostatin A (TSA) treatment of 2B HPC can modify PEV in
eiythroid-derived celis, whereas TSA treatment of EiyC has
no effect on hu3-globin gene expression. Altogether, our data
indicate that abnormal epigenetic regulation in mammals can
resuit from the disruption of gene potentiation in multipotent
progenitor ceils. Furthermore, this phenomenon is inherited
during tissue differentiation and can be effectively modulated
before the onset of hill gene activity.
RESULTS
Aberrant expression of the hu-globin gene in EryC
correlates with the disruption of the locus chromatin
organization in HPC
The hu3-globin locus in each ofln2, t2B and 2C is integrated
into pericentric heterochromatin. However, 1n2 mice express
the huf3-gene normally (41), whereas t2 lines display varie
gated gene expression as detected in 25% (2B) or 4%
(2C) of transgenic EryC (27). We recently showed that the
hu3-gene and -promoter are epigenetically marked by histone
H3 acetylationlK4 dimethylation (H3ac/H3-meK4) in human
and in 1n2 bone marrow HPC (18). These histone covalent
modifications appear to be important for the potentiation of
the hu3-globin gene in bone marrow celis.
If the abnormal chromatin organization associated with PEV
expression pattem resuits from dismpted epigenetic events
occurring early during hematopoiesis, epigenetic marks that
characterize the locus in 1n2 HPC are likely to be altered in
2B and 2C HPC. Thus, chromatin organization and histone
covalent modifications at the hu3-globin locus (Fig. lA) were
analyzed in HPC and EryC purified from 1n2, 2B or 2C
bone marrow. Celis selected for their
Ly-6C phenotype (HPC) and Ter119 ceils (EryC) were
subjected to DNaseI sensitivity and chromatin immunopreci
pitation (ChIP) analyses (18). DNaseI sensitivity and histone
covalent modifications were evaluated by quantitative duplex
PCR analysis. One primer set was specific for a region of the
locus and an another primer set was specific for genes transcrip
tionally inactive in hematopoietic ceils, namely ZFP37 (ZFP,
Figs l—3 and 5) or arnylase 2.ly (data flot shown, but results
were the same). PCR reactions were performed under condi
tions of linear amplification, and the relative enrichment of
globin sequences was normalized to DNaseI non-treated
samples or ChIP input material (18). DNaseI sensitivity at
mouse 3 major promoter (3maj) was analyzed in all lines and
used as reference for the assay. In both HPC (Fig. lB) and
EryC (Fig. 1C), 3maj sensitivity is similar among transgenic
lines, indicating that the DNaseI digestion patterns illustrated
in Figure 1 are comparable in 1n2, 2B and 2C samples.
The HS3 region of the LCR was shown to be significantly
more sensitive to DNaseI digestion in 1n2 HPC than in PEV
HPC (Fig. 1D). For all lines, HS3 sensitivity is higher in
EryC than in HPC; nevertheless, HS3 accessibility is consider
ably lower in PEV EryC than in 1n2 EryC (Fig. lE). A similar
trend is observed for the HS4 region (data flot shown). The
hu3-promoter manifests little sensitivity to DNaseI in 1n2
HPC (18), and DNaseI accessibility is lost in PEV HPC
(Fig. 1F). As observed in fetal liver EryC (40), hu3-promoter
accessibility in bone marrow-derived EryC appears to be pro
portional to the number of EryC capable to transcribe the
hu3-gene (1n2 > 2B > 2C, Fig. 1G). Thus in PEV lines,
chromatin ‘activation’ at HS3 and HS4 is affected early
during hematopoiesis, suggesting that incomplete chromatin
remodeling ofthe locus in HPC provides the basis for less effi
cient transcriptional activity in EryC.
ChIP analyses revealed that in HPC derived from either 1n2
or PEV lines, HS3 is not significantly acetylated at histone H3
(Fig. 2A). In contrast, HS3 is significantly acetylated at
histone H4 and K4 dimethylated at histone H3, but only in
1n2 HPC (Fig. 2B and C). Similar results were obtained
when the LCR HS4 region was analyzed (data not shown).
In EryC, differences between PEV lines and 1n2 are even
more remarkable, as HS3 in 1n2 EryC displays a higher
level of H3ac, H4ac and H3-meK4 than that in 2B or 2C
EryC (Fig. 2A—C). The hu3-promoter is not significantly
acetylated at histone H4 either in ln2 HPC or in PEV HPC
(Fig. 2E, ratio: 1), whereas hu3-promoter H3ac and H3-
meK4 are greater in HPC purified from 1n2 than that from
PEV lines (Fig. 2D and F). Similarly, the hu3-globin gene dis
plays H3ac, H4ac and H3-meK4 exclusively in HPC purified
from 1n2 (Fig. 2G—I). When compared with 1n2, 2B and
t2C EryC display lower levels of H3-meK4 at the hu3-
promoter (Fig. 2F) and of H3ac, H4ac and H3-meK4 at the
hu3-gene (Fig. 2G—I). Taken together, these resuits indicate
that variegated hu3-gene expression in 2B and 2C EryC
correlates with an abnormal pattem of chromatin organization
and histone covalent modifications at the LCR (HS3 and HS4),
hu3-gene and -promoter in EryC, and, remarkably, in HPC.
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Figure 1. DNaseI sensitivity assay ofthe hu-g1obin locus in 1n2, t2B and 2C. (A) Map ofthe hu3-globin locus; genes are shown as black boxes and vertical
arrows indicate location of LCR HS. Amplicons are indicated by gray boxes. An expanded view of the hu3-globin gene region illustrates in more detail the
amplified regions; each segment represents 100 bp. (B—G) PCR-based DNasel analyses. Each point of the curves represents samples of comparable molecular
weight (ranging from 12 to 0.3 kb). PCR products were quantified by Phosphorimager and plotted on graphs relative to input samples (DNaseI untreated chro
matin). Y-axis: relative amount of PCR products (globinJZFP); X-axis: increasing DNasel concentration, ranging from O to 0.35 U. Standard errors of mean
(SEM) are indicated by vertical lines and are the resuits of at least three independent experiments. P-values were obtained by unpaired Student’s t-test.
ZFP: ZFP37; 13mai: 13 major promoter; Hu3p: hul3-promoter; Hu3g: hu13-gene; HPC: hematopoietic progenitor cells; EtyC: erythroid cells.
A heritable ‘silencing’ mark in HPC is associated with
PEV in z2B EryC
It bas been suggested that histone methylation serves as
static mark for a gene to be either expressed or repressed. In
particular, K9 or K27 methylation (H3-meK9 or H3-meK27)
bas been linked to heterochromatic gene silencing (9—14).
As mentïoned earlier, HPC purified from PEV unes are
affected by a loss of histone acetylationlK4 dimethylation at
HS3 and huÇ3-gene and -promoter, which correlates with a
more compacted chromatin organization and with gene inacti
vation in EryC. Because the PEV pattern of huI3-gene
expression appears to be linked to the disruption of chromatin
potentiation, we Iooked for possible H3-meK9/K27 ofthe huj3-
globin locus in 2B HPC. ChIP assays were performed with
antibodies recognizing predominantty H3-meK9, but which



























































Figure 2. ChIP analysis of the hu3-globin locus in 1n2, t2B and 2C. Immunoprecipitated and unbound (input) chromatin samples were subjected to duplex
PCR analysis with one primer set specific for hu3-g1obin regions and an another primer set specific for ZFP regulatory region. Ail PCR reactions were performed
in parallel under conditions of linear amplification. Products were quantified by Phosphorimager. The level ofenrichment of globin regions relative to the control
and input samples is represented by bars, with their corresponding SEM deviations. A value of 1 indicates that no enrichment is detected. (A, D and G) ChIP
assays with anti-acetylated histone H3 (H3ac) antibodies; (B, E and R) ChIP assays with anti-acetylated histone H4 (H4ac) antibodies; (C, F and t) ChIP assays
with anti-K4 dimethylated histone H3 (H3-meK4) antibodies; Hu3p: hu-promoter; Hu3g: hut3-gene; gray bars: HPC; black bars: EryC.
may flot distinguish between dimethyiated and trimethylated
K9 or methylated K9 from methylated K27 (42). This analysis
revealed that in 2B HPC, HS3, the hu3-gene and -promoter,
together with the region immediately upstream (hu135), are
i.5--2.5-fold more H3-meK9/K27 than ZFP (Fig. 3A).
Similar levels of H3-meK9/K27 are maintained in EryC
(Fig. 3A). As expected, H3-meK9/K27 is flot detected
either at HS3 or along the huf3-region in 1n2 HPC (data flot
shown).
Additionaliy, we examined incorporation ofthe iinker histone
Hi (43) at HS3 and hu-region in 2B- or 1n2-derived celis.
Histone Hi is suggested to facilitate chromatin compaction
(44). Although no Hi binding in 1n2-derived celis couid be
detected (data not shown), we observed that Hi is enriched at
the hu3-gene and -promoter in z2B HPC, and aiso at hu5
and HS3 in 2B EryC (Fig. 3B). These findings suggest that in
c’2B HPC, H3-meK9/K27 and Hi binding affect the chain of
epigenetic events ieading to proper chromatin activation in
EiyC, directing normal gene expression only on a stochastic
basis in a subpopulation of ceHs.
The decision to varïegate is set and inherïted before full
transcriptional activation
The abnormal chromatin organization of the hu3-globin
locus in 2B and 2C HPC suggests that PEV is the result
of abnormai potentiation of the iocus during hematopoiesis.
To characterize onset and inheritance of the abnormal chroma-
tin organization in muitipotent HPC of PEV lines, we used
clonai assays in methyicellulose that permit ex vivo recapituia
tion of hematopoietic differentiation. In effect, with appropri
ate culture conditions, individuai hematopoietic progenitors,
known as coiony forming units (CFUs), develop into clones
that are identified as colonies. CFU-GEMM (colony forming
unit-granulocyte, erythrocyte, monocyte, megakaryocyte)
indicates a pluripotent hematopoietic progenitor, which is
capable to differentiate into erythroid and myeioid ceils.
Instead, BFU-E (burst forming unit-erythroid) and CFU-E
(colony forming unit-erythroid) indicate, respectiveiy, an
early- or late-erythroid committed progenitor. BFU-E and
CFU-E coionies are constituted exciusively by EryC.
If PEV does not foilow abnormai potentiation of the huÇ3-
globin locus in HPC and its onset is linked to high-levei tran
scription of the hu3-gene in EryC, ah CFU-GEMM, BFU-E
and CFU-E coionies derived from IX2B HPC should dispiay
the same PEV pattem of hu-gene expression, i.e., the same
percentage of EryC per colony wiil express the hu-gene
(Fig. 4A). However, if in accord with our chromatin analyses
PEV results from abnormal potentiation of the iocus in a
subset of HPC that is inherited during hematopoiesis, the
hut3-gene wihl be either expressed or siienced in au EryC
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figure 3. Histone H3 K9 methytation and histone Hi distribution in the PEV
une 2B. t2B HPC (gray bars) or EiyC (black bars) were subjected to ChIP
anaiysis with (A) anti-K91K27 dimethyiated histone H3 (H3-meK9) or (B)
anti-histone Hi (Hi) antibodies. The ievei of enrichment of giobin regions rela
tive to the controi (ZFP) and input sampies is represented by bars, with their cor
responding SEM deviations. A value of I indicates that no enrichment is
detected. Hu35: huI3-promoter 5’ region; Huf3p: hu-promoter Hug: hu3-gene.
expression (Fig. 4B). To distinguish between these possibili
ties, single 2B colonies were analyzed by semi-quantitative
RT—PCR with primers amplifying huf3 and 3maj mRNAs
(45), the latter being used as control for reaction efficiency
and as internai reference. Hu3-gene expression was seen in
90% of CfU-GEMM (17 out of 19 tested), 70% of BFU-E
(17 out of 24 tested) and 30% ofCFU-E (9 out of 31 tested)
colonies (exemplified in Fig. 4D). Interestingly, hu3-gene
expression appears to vary significantly between individual
2B CFU-GEMM and BFU-E colonies. The inconsistency
ofhu-gene expression suggests that the percentage ofexpres
sing cells differs from one colony to another, i.e., the individ
ual CFU-GEMM and BFU-E possess distinct pattems of PEV
expression. To better evaluate variegation pafterns, huj3-gene
expression in separate 2B BFU-E colonies was quantified
by real-time RT—PCR using 1n2 BFU-E colonies as
reference and gapdh mRNA as internai control. We observed
that in 2B BFU-E colonies, the huf3-gene was expressed
at high (colonies 1—3), intermediate (colony 4), very low
(colonies 5 and 6) or undetectable (colonies 7 and 8) levels
(Fig. 4E). The aim of the real-time PCR analysis was to
verifi whether hu-gene expression is identical among 2B
BFU-E colonies (we note that ratios presented in Fig. 4E do
not take into account transgene copy number: three copies
in 2B and one copy in 1n2). PEV inheritance was further
examined by single-ceil RT—PCR (discussed earlier) of the
hu3-gene expression on individual EryC isolated from 2B
BFU-E colonies. As exemplified in Figure 4F, in some
BFU-E, ail EryC express the hu-gene (e and h); whereas in
others the hu3-gene is not expressed at ail (a and g); finally,
many BFU-E colonies (b, c, U, f i and j) are constituted by
a variable proportion of expressing, as well as non-expressing
EryC. Immunofluorescence analysis of single 2B BFU-E
colonies with anti-human hemoglobin A antibodies did corro
borate the RT—PCR results (Supplementary Material, Fig. Si).
Therefore, single-cell analyses confirm that the number of
EryC expressing the huÇ3-gene is not constant among 2B
BFU-E colonies.
PEV variability and the absence of hu3-gene expression in
some CFU-GEMM and BFU-E colonies strongly suggest that
(i) PEV results from abnormal potentiation of the locus in a
subset of multipotent HPC prior to the CFU-GEMM stage of
hematopoietic differentiation and (ii) in a restrictive chromatin
context, the abnormal epigenetic marks that characterize the
hut3-globin locus in early HPC are inherited during hemato
poiesis, but their transmission to progeny cells is not always
stable. This ‘imperfect’ inheritance would lead to iow
frequency PEV reversion during hematopoiesis (Fig. 4C).
Transïent TSA treatment can modify the PEV pattern
of hu-gene expression in 2B
We previously showed that the treatment of ln2 EryC with the
histone deacetylase inhibitor TSA results in histone H3 hyper
acetylation at the huI3-promoter without significantly modify
ing gene expression levels (18). The reduced levels ofH3ac!
H3-meK4 found at the hut3-globin locus in 2B and 2C
HPC and EryC could, in principle, render these unes respon
sive to TSA. Because both PEV lines display similar defects
in chromatin activation in HPC and EryC, the effect of
TSA treatment was analyzed exclusively in i2B ceils. TSA
treated i2B EryC were purified and subjected to ChIP analysis
using a panel ofantibodies specific to acetylated or methylated
histone H3 or H4. In TSA-treated EryC, H3ac at HS3 and huI3-
promoter significantly increases (Fig. 5A, black bars), whereas
no change in H4ac is detected (fig. 5B, black bars). As
expected, TSA does not affect H3-meK4 in EsyC (Fig. 5C,
black bars). Using real-time RT—PCR and mouse gapdh
mRNA as control (46), we observed that the huf3-gene
expression is flot induced when EryC are treated with TSA
(fig. 6A). These data coliectively indicate that TSA treatment
of 2B EryC induces histone H3ac at H53 and hufl-promoter
but is not sufficient to modify the hu3-globin gene expression
in these cells. Similar results were previousiy observed in ln2
TSA-treated EryC (18).
We then asked whether TSA treatment of HPC could
modify histone covalent modifications leading to variation of
hu3-gene expression in EiyC. for this purpose, 2B bone
manow cells were seeded on methylcellulose and transiently
treated with TSA. Indeed, TSA, whose efficacy in culture is
limited to ‘-20 h (47), was provided only once at the begin
ning of the culture. BFU-E and CfU-GEMM colonies were
used for ChIP or real-time RT—PCR analysis. TSA treatment
of 2B HPC enhances H3ac at the LCR (HS3) and huÇ3-gene
in erythroid-derived ceils (Fig. SA, gray bars). H4ac increases
at HS3 and hu-gene but not at the hu3-promoter (Fig. 5B,
gray bars), whereas the level of H3-meK4 increases at HS3
and huJ3-gene, and -promoter (Fig. SC, gray bars). Therefore,
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Figure 4. PEV onset and inheritance. (A—C) Schematic view of the expected outcomes by clonaI assays in methylcellulose. (A) PEV is set on a stochastic base
in EiyC (EtyC). EryC-containing colonies (CFU-GEMM, BFU-E and CFU-E colonies) display the same level of hu3-gene expression, that is, the same variega
tion pattem. (B) PEV is set, on a stochastic base, in HPC. Ail EryC within CFU-GEMM, BFU-E or CfU-E colonies that originate from ‘active’ HPC express the
hu13-gene. Conversely, ail EryC within CFU-GEMM, BFU-E or CFU-E colonies that originate from ‘inactive’ HPC do not express the hu13-gene. (C) PEV is set,
on a stochastic base, in HPC but epigenetic marks are not perfectly transmitted to the progeny. Some CfU-GEMM, BFU-E or CFU-E colonies show ‘ail-or-none’
pattem of expression (as in B), but other colonies dispiay different teveis ofhu3-gene expression, e.g., different variegation pattems, which depend on the degree
ofPEV reversion. (D) Representative examples ofRT—PCR on single methylcelluiose colonies. Single z2B CFU-GEMM, BfU-E or CFU-E colonies were used
for one-step RT—PCR analysis, with primers amplifying both mouse 13mai (upper band) and hul3 (lower band) gene transcripts (45). Each lane represents the
expression pattem of one individual coiony. Neg: negative control. Circie graphs indicate the proportion of colonies expressing the hu13-globin gene (black
sectors). (E) Real-time PCR on single 2B BFU-E colonies (l—8). Values indicate ratios of hul3/gapdh transcript levels in individuai BfU-E colonies. (F) Repre
sentative examples of RT—PCR analyses on single-ceH purified from independent 2B BFU-E colonies. In parentheses are the percentages of hu13-expressing
EryC/total EryC. ‘N’ indicates negative controis and asterisks indicate reactions that did flot resuit in any detectabie PCR products.
transient TSA treatment of 2B HPC induces H3ac, H4ac and
indirectly H3-meK4 at the LCR (HS3) and hu3-gene in
erythroid-derived celis. Real-time RT—PCR (fig. 6A) and
Si nuclease protection assay (Fig. 6B) revealed that EryC
derived from TSA-treated z2B HPC transcribe the huf3-gene
more efficiently than ethanol-treated or fresh boue marrow
derived EryC, whereas the hu3-gene expression does flot
increase in EryC derived from TSA-treated 1n2 HPC
(f ig. 6A). This important increase ofthe hu-geue expression
in 2B appears to be the consequence of higher frequency of
individual hu3-globin expressing EryC. Iudeed, single-celi
RT—PCR performed with EryC isolated from independent
2B BfU-E colonies derived from TSA-treated HPC (exem
plifled in Fig. 6C) revealed that upon TSA treatment, almost
ail EryC transcribe the hu-gene (compare Fig. 4F, no TSA,
with Fig. 6C, presence of TSA).
These resuits flot only confirm that appropriately ‘poised’
chromatin in HPC is necessaiy for correct hu3-gene
transcription in EryC, but also indicates that (i) dismpted chro
matin organization at the hu3-globin locus in HPC precedes
abnormal hu-gene expression in EiyC and (ii) transient TSA
treatment ofHPC, but not ofEryC, induces a significant increase
ofthe hu3-gene activity in 2B eiythroid-derived celis.
DISCUSSION
Abnormal gene expression and chromatin organization
In this study, we have investigated the role played by chroma-
tin in the establishment and inheritance of tissue- and develop
mental-specific epigenetic control of gene expression. We
show that, compared with ln2, the abuormal expression
pattern of the hu3-gene in 2B and t2C EiyC correlates
with inappropriate chromatin organization of the locus (LCR
and hu3-region) in HPC and EryC, which is characterized
by decreased chromatin accessibility, lack of histone acety
IationlK4 dimethylation, and by increased leveis of K91K27
methylation and Hi binding. Because histone H3-meK4 can
block the interaction of the histone deacetylase NuRD
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Figure 5. ChIP analysis of the hu3-globin locus in 2B TSA-treated celis.
EtyC dedved from TSA-treated HPC (gray bars), as well as TSA-treated
EryC (black bars), were subjected to ChIP ana]ysis with anti-acetylated
histone F13 (H3ac), H4 (H4ac) or K4 dimethylated histone H3 (H3-meK4)
antibodies. Globin/ZfP ratios were normalized to input samples. The level
of ennchment of TSA-treated cells is relative to the level of enrichment of
ethanol (TSA solvent)-treated cells and is represented by bars with their cor
responding SEM deviations. A value of 1 that indicates no enrichment in TSA
treated cells relative 10 their ethanol-treated controls. Hu13p: hujI-promoter;
Hu13g: hu13-gene.
(48), the Iack of H3ac/H3-meK4 observed in PEV HPC
could target the huJ3-promoter for H3-meK9 or similar
histone covalent modifications that provide a code for the
establishment/maintenance of heterochromatin (49,50). Thus,
in PEV HPC the assembly of an appropriate ‘activated’ chro
matin, necessaiy for correct chromatin competence during
hematopoiesis is clearly impeded. Accordingly, our results
provide compelling evidence that the abnormal epigenetic
regulation of erythroid-speciflc gene (globins) expression
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Figure 6. Hu13-gene expression in ln2 and 2B TSA-treated cells. (A) Real
time RT—PCR analysis of 1n2 or 2B hematopoietic cells. Fold enrichments
were obtained according to the equation depicted in Materials and Methods.
They represent the outcome of two independent experiments. HPC: hemato
poietic progenitor cells; EryC: erythroid cells. (B) SI nuclease protection
assay of t2B bone marrow (BM) and EryC derived from ethanol-treated
(E) or TSA-treated (T) 2B IIPC. Expected protected fragments are indicated
on the left-hand aide ofthe image; mci: mouse ra; hu13: human 13; l3maj: mouse
13 major. Relative hu13/13maj ratios and fold enrichment in the TSA-treated
cells relative to the ethanol-treated cells (TSA/EtOH) are indieated at the
bottom of the image. (C) Representative examples of RT—PCR analyses on
single-cell purified from individual 2B BFU-E colonies derived ftom ISA
treated HPC. In parentheses are the percentages of hu13-expressing EryC/
total EryC. ‘N’ indicates negative control and asterisks indicate reactions
that did not result in any detectable PCR produets.
of heterochromatin into euchromatic regions. This can be
the consequence of genomic rearrangements that juxtapose
heterochromatic and euchromatic regions. Altematively, it
can resuit from changes in local concentrations of heterochro
matic proteins, as frequently observed in chromosomal trans
locations that induce fusion of epigenetic factors, e.g.
AML1-ETO transiocation. In both situations, transcription is
stochastically abolished or prevented in a subset of celts,
which then confer this new epigenetic state to their progeny
(24,25,51). Transgenic studies have shed some light upon
how PEV and chromatin organization influence gene
expression in mammals (29,40,52). However, the events
leading to the onset and inheritance of disrupted chromatin
organization causing an abnormal epigenetic regulation, in
particutar during devetopment, differentiation and before
high-level transcription, are flot well understood.




,\211 15 A—l realcd cclls
II-tac (liii’
\21t ‘l% I,ii2 IS
t rcatvd CL-Ils t real t-d ctIIs
111f. Er( IIPC Ei,C













— — e — a — e -
ee e eeee - - —
ÙIU-E#iIOO%)
* * * . * *
—




* * * * *
— ccc
—
— ee eeec — — — — - —







Disruption of huI3-gene potentiation
and epigenetic inheritance
Abnormal epigenetic regulation associated with sitencing or
variegated gene expression is frequently caused by spreading
500 Hurnan Molecular Genetics, 2005, Vol. 14, No. 4
Different markers of hematopoietic lineages, including the
hu-globin genes, are potentiated (or primed) in multipotent
HPC, as well as in hematopoietic stem cells (15,17,18). In
addition, some lineage-specific markers are expressed at
basal level in early hematopoietic progenitors, suggesting
that potentiation/priming is a common phenomenon for
many hematopoietic genes (53—55). Thus, we wondered
whether abnormal epigenetic regulation could be the end
resuit of a dismpted potentiation in multipotent progenitor
celis. To address these issues, we studied chromatin organiz
ation and expression profile of the huÇ3-gene during hemato
poiesis by clonai assays in methylcellulose. Our data
strongly support a mechanism of PEV that foilows abnormal
chromatin organization of the huI3-globin locus in multipotent
HPC, which appears to be composed ofa mixed population of
competent HPC (active) or flot competent HPC (inactive) for
future huI3-gene expression in mature EryC. Additionally,
inconsistent huj3-gene expression among erythroid colonies
indicates that in early progenitors, abnormai epigenetic
controi of globin locus activation is plastic, i.e., chromatin at
hu3-region can switch from an active to an inactive organiz
ation and vice versa (reversion) conducting, respectively, to
expression or abolition of the huf3-gene expression in EryC.
Plasticity is common during hematopoietic lineage commit
ment, and changes in single reguiatory factor can modify
ccli fate (56). It is not clear which regulatory factors couid
influence either the epigenetic inheritance or the plasticity
of the huI3-globin locus during hematopoiesis. The fact that
‘non-expressing CFU-GEMM’ colonies are less frequent
than ‘non-expressing 3FU-E’ colonies suggests that, as
observed in Drosophila (25), reversion of variegated
expression pallem is facilitated by cell division. Moreover,
the au-or-none pallem of expression of the hu3-gene in
CfU-E colonies indicates a very low frequency of reversion,
which might resuit from the low number of cellular divisions
between CfU-E progenitors and EryC.
TSA treatmdnt of HPC modifies PEV
As discussed eariier, abnormal chromatin organization at the
hut3-globin iocus in HPC of 2B and 2C lines is linked to
PEV in EryC. Transient TSA treatment of 2B HPC
induces a remarkable increase of hu3-gene expression in
EryC, which results from higher frequency of individual
hu3-giobin gene expressing EryC and, possibly, from full
reactivation of the three huI3 transgenes (2B is a three
copy transgenic hne) (27). It is noteworthy that TSA is chemi
caliy unstable and, in culture, its efficacy is iimited to 20 h
(47). Because TSA was provided only once at day O of HPC
culture, it can be assumed that a single pulse of TSA early
during hematopoiesis is sufficient to reheve epigenetic silen
cing. By favoring H3ac and indirectly H3-meK4, TSA could
prevent H3-meK9/K27 and hence maintain a ‘poised’ chroma-
tin state for incoming high-level gene expression, as also
recently suggested at the chicken 3-globin locus (57). The
fact that TSA treatment of 2B EryC is associated with
partial restoration of histone acetylation but is flot sufficient
to increase hu3-gene expression suggests that, as previously
proposed (58), at this stage of hematopoietic differentiation
TSA is no longer able to displace Hl or to abrogate
H3-meK9/K27. These results provide evidence that during
hematopoiesis, onset and stable inheritance of aberrant
chromatin organization can (i) be prerequisite for abnormal
regulation of gene expression, (ii) occur independently of
gene transcriptional activation, and (iii) be modified in HPC
before high-level gene transcription taking place in fully
differentiated ceils.
An increasing number of congenital diseases (e.g. ICF
syndrome, Rett syndrome and ATR-X syndrome), as well as
various cancers, are associated with multiple epigenetic aitera
tions (59). Moreover, histone deacetylase inhïbitors, including
TSA, are being used in clinical trials for the treatment of
myelodysplastic syndromes and leukemias (60). Unfortu
nately, the efficacy of these inhibitors is hmited because the
ceilular population(s) to be targeted is often unknown. We
have shown that the aberrant epigenetic reguiation of a devel
opmentai- and tissue-specific gene is set and inherited in
multipotent progenitor ceils and is efficiently reverted by a
transient treatment of HPC with TSA. Altogether, these find
ings couid stimulate the development of specific therapies
aiming to treat human chromatin-related pathologies.
MATERIALS AND METHODS
Cell sorting
Mouse ceils (HPC) and TerI l9
cells (EryC) were purified and characterized as previously
described (18).
ISA treatment of bone marrow cells
TSA treatment ofEiyC was performed as previously described
(18). For TSA treatment of HPC, mouse bone marrow was
seeded on methyicellulose (M3434, StemCell Technologies);
20 n final ISA or equal volume of ethanol (TSA solvent)
was added exclusively at day 0. Colonies were harvested at
day 10.
DNaseI sensitivity and chromatin immunoprecipitation
assays
DNaseI sensitivity and ChIP assays were carried out as pre
viously described (18,40). ChIP antibodies (Upstate Biotech
nology) were raised against unmodified histone Hi,
acetylated histone H3 (K9, K14) or H4 (K5, K8, K12, K16)
and dimethylated histone H3, either on K4 or on K9. Cross
linked chromatin was sonicated to obtain fragments of
400 bp average size.
Si nuclease protection assay
RNA samples were prepared using Trizol (Life Technologies),
and the assay was carried out essentialiy as previously
described (41).
Duplex PCR and RT—PCR analyses
Quantitative PCR and semi-quantitative RT—PCR analyses were
performed as previously described (18,40). For single-colony
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RT—PCR, mouse bone marrow was seeded on methylcellulose
(M3434, StemCelI Technologies) and single colonies were col
Iected after 3 days (CfU-E) or 10 days (BFU-E and CFU
GEMM) of culture. For single-celi RT—PCR, BFU-E colonies
were washed once in PBS and single ceils were deposited into
96-weIl plates using FACS Vantage (Becton Dickinson).
Real-time RT—PCR analysis
Total RNA was extracted by RNeasy MiniKit (Qiagen) and
used for cDNA synthesis by Sensiscript RT kit (Qiagen).
cDNA was used in real-time PCR (iCycler iQTM, Bio-Rad)
with Qiagen QuantiTect probes specific for hu-globin
cDNA (5’ primer: tcggtgcctttagtgatg; 3’ primer: ttgcccag
gagcctgaa; TET-labeled QuantiProbe: acdfttgccacactga;
Huj3RT) or mouse gapdh cDNA (FAM-labeled QuantiTect
gene expression assay, Qiagen, GapdRT). To avoid genomic
DNA contamination, HuRT and GapdRT primers were
designed to span intron—exon junctions. HuI3RT and
GapdRT PCR reactions were independently mn at least in tri
plicate. The following equation (61) was used to quanti1’ hu3





where Etarget represents HuI3RT PCR efficiency; E’ref, GapdRT
PCR efficiency; CP, crossing point. For 2B BFU-E PCR:
CPtarget, CP deviation of ln2—2B of huI3-gene transcript;
CPref, CP deviation of 1n2—2B of gapdh transcript. For
TSA-treated samples: LCPtarget, CP deviation of ethanol—
TSA of huf3-gene transcript; and CPret, CP deviation of
ethanol—TSA of gapdh transcript.
SUPPLEMENTARY MATERIAL
Supplementary Material is available at HMG Online.
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